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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SIPIRDIUSIRIA ¥ LERCID
Radicacion : 04033093 00080000
Fecha (N3 BODH-04-07 16:44128
Traoite 3 01) PCT-PATENT 373 FRSE HADD 411 PRESENIAC

Foltess 188

Dependuncia: 20BO MIVIGION BE NUEVRS CREACTONER
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE:
@ d Patente de Invencién. [] Patente de Modelo de Utilidad.
[ capltulo 1. Xl capitulo I1.
Nombre: BAYER PHARMACEUTICALS
@ CORPORATION IDENTIFICACION
SOLICITANTE |socledad constituida y existente bajo las
(71) leyes del estado de Delaware, Estados c.C. = NIT O
Unidos de América
Direccién: 400 Morgan Lane, CE. O Otro o
West Haven, Connaecticut 08516, Cual
Estados Unidos de América
Domicitio: West Haven, Connecticut, Namero
Estados Unidos de América
IDENTIFICACION
Nombre: EMILIO FERRERO K ]
REPRESENTANTE | Direccion: Carrera 4*. No. 72-35 cc NIT
O APODERADO | Teléfono: 3473811 CE 1 Otro .
Fax: 217 92 11 T
E-mall: clientes@camyp.com. Cual
Domiciio:  Bogota, Colombia. Numero 438.018 T.P31.928
@ 11. Clark PAN 2. James WHELAN
22362 Princenton Place, 210 Summer Hill Road,
INVENTOR (ES) Castro Valley, California 84552, Madison, Connecticut 08443,
(72) Estados Unidos de América Estados Unidos de América
3. Kevin B. CLAIRMONT
80 Merwin Circle,
Cheshire, Connecticut 06410,
Estados Unidos de América.

@ PCT (86)
Solicitud Intemacional No. PCT/US02/31693 Fecha: Octubre 4 de 2002
Publicacién Internacional No. WO 03/040309 A2 Fecha: Mayo 15 de 2003

Titulo (54) K
@ PEPTIDOS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLP-1

Y COMO ANTAGONISTAS DEL. RECEPTOR DEL GLUCAGON Y SUS
METODOS DE USO FARMACOLOGICO

@ Clasificacién Internacional (51) C12N ’%o, cok "z- , Aot -”/r

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud

sikd Nnol[d us Octubre 5 de 2001 60/327,730

Fecha: Marzo 23 de 2004

@ Comprobante de pag N .: 04 — 23 9830
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Anex s:

®

x| Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 422.000.00.

O Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

X Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Bl  Poderes, si fuere el caso.

d Documento de cesion del inventor al solicitante 0 a su causants.

O Declaraciones.

X Copia de la solicitud internacional, (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

X Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

X Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

™  Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

[0  Deserel caso, copia del contrato de acceso.

O De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

O De ser el caso, cerlificado de depdsito del material biolégico.

[0  Artefinal 12x12

O De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos abtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta
solicitud.

Bd Otros:

FORMA PCT/IB/306 NOTIFICACION DEL REGISTRO DE UN CAMBIO {NOTIFICATION OF THE
RECORDING OF A CHANGE). En donde consta el cambio de nombre del solicitante.

@ FIG CTE

@ Solicito la concesion de la patente,
NOMBRE: EMILIO EERRERO

FIRMA : éﬂi—ie_m.

PRP
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ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 42 K* 7335
BOGOTA, §— COLOMBIA

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

4ud?y
sgq

BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION

400

Lans

Morgen
domicilisdo (s) en/of West Haven, CT 06516
United States of America

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa 31929,
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23355 y GERMAN CAVELIER, tpa. 332, damiciliudos en is Carrar
4a N* 72-33, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo dizpuesto en el
parigrafty 1o del Articulo 543 del Cidign ds Comercio, ¢ primern
como principe] y los demids como suplentss, en su orden, como mis
(ooestros) representantes en todos los ssuntos de propieded industrial
con facultad pam reclbrir notificacianes y nombrar spoderndos judiciales
o extrajudiciales. Bl primer representante suplents reemplazerd al
principal eo caso de ausencia o impedimento temporal ¢ definitivo de
aquél. La misma regla se splicark cusndo el segundo represeatante
puplents heys de reemnplazer a] primers, o el tercgyo al segundo. En
tales casos, el representants prineipal, o ¢l primeyo, o segundo mplente,
€0 fu cago, 0 amboa, declaranin s intencién de no gjercer In
representacién medisnte declaracién autenticads por Notario Péblico en
Colombin, ¢ par Notarlo u otro Funeioparis Piiblica, 0 Céasul de
Colombia, en ¢l extraniero; y ol sc tratwre do impedimento, con el
certificado respectivo. Si alguno de los nombrados fhltare
defmitivamenta, ¢l siguients tomard su [ugsr. Cuando cesare ls susencia
© impedimento dal representante principal, o de su primers o segumdo
suplenies, en su caso, podrin gjercer In representacidn, en su arden, umo
u Otros segin ¢l case, asumiéndols por el solo hecho de ojerceria,
cessndo en cse momento el glerciclo de In representacién por el
primern, segondo o tercer suplatte en su cam.

Ademis, conflere (conftrimos) poder a los abogadns arribs nombrados,
pant oblener Ia proteccidn de mi (nuestr) propiedad industrial y contm
ls competencia deslesl, & cuyo eficto autorizo (smos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cuslesquiers entidades o
persanas, cjervan o no jurisdicciéa, especiniments sate Ias del arden
administrative, contencioso- administrative v judicial, asi como los
tribunales de erbitmments, en todo lo concemniente a los sigulentes
ammtos: g) Obtencidn do patentes de invencidn, modelos de utilidad y
disefios industrisies; ol registro de marcss de  fibrica, eolectivas,
defenaivas, de serviclo, lemas comerciales, nombres
comerciales,  copefiss, nombres da dominlo, veriedades vegetales y
denominacioncs de crigen; su renovaciin, traspaso, cambio de nombre
o domicilio, cancelacién volumtaris; y el registro de licencias de uso de
exox derechos; b) Lag sceiones de competencia degleal, proteccidn del
consumidor, opoticiones u obsarvaciones, cancelacidn admimistmtiva y
Judicial, yolidad, medides cautelares, concesién de licencias, s tutels,

CAVELIER ABOGADOS
WITODED1-181 (MINUTA N"12.1.1.2.6 USA)

In due complignce with the terms of pamgraph 1st. of article 543 of the
Comumercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 331; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.
23555 snd GERMAN CAVELIER, tpe. 832, domiciled x1 Camers 4a
N® 72035, Bogoté, Colombis, the first as principal and the others as
aliemutes, in the order of their appointment, ae our representutives for
all industrial property metters with faculty to receive notifications and
0 sppoint atiormeys in and out of Court. The first aitcmate shall replace
the principal in cass of his absence or of temporsl or definitive
impediment. The same rule will apply when the sccond altemmie
Tepresentative: is to replace the flst ane, or when the third is o replace
the first or second altzmates in thelr tum, or both of them, second. In
such cases, the principal representative, or the first or second alternates
in their tumn, or both of them, shall state thelr intention not 1o sct as
representatives through & declarstion given before a Notary Public in
Calombla, or before o Notary or another Public Official or a Colombian
Consul sbroad; and in case of impediment, the appropriate certifiente
shall suffice. If sny of the appointees were to be definitely ahsent, the
following altcmate shell tske his place. When the absence or
impediment of the principal representstive, or of the first or sceond
alternate in their tumn ceases, the ropreseatation cen be taken again in
their sequance, by the principal, the first or second alternate depending
on case, and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of
the representation by the first, second or thind altemates in their tum
shall end ot such time. In addition, we gmnt & Power of Attomey In
fvor of the aboveDnamed DatDlaw so that they may obtain

cancellation; and the registration of licenses of use of the sbove rights;
b) Actions of unfalr competition, protection to the conmumer,
oppotitions or observations, administrative or Cowt cancellation,
oullity, infringemwent, gremting of licenses, the action for writ
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country: The United States of America
THIS PUBLIC DOCUMENT
2. has been signed by ELAINE PORTER
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4, in the State of Connecticut for the term of July 1, 2001 to June 30, 2006

CERTIFIED

5. at Hartford, Connecticut 6. on February 5, 2004

7. by SUSAN BYSIEWICZ Secretary of the State of Connecticut é';,,., vty iy o

DL RGSova, uisp eansn
POYOCIMLA Cieien ey "
frryy .m"’:l:l'l L) nllolu

¥,

b

"

o a

8. Number : 2004-1177

Secretary of the State




. * in [oieesidn do secreton industrisles, y en geoeral los Julcios civiles,
papales, admiinigtrativos 0 comenciogoliadministrativos relacionados
con catod derechos; accionss y procoios qUO Promovimos O 3¢ DOS
promueven. Y pam que en todos Ios asuntes arriba daterminados,
puedan sustituir este mandstn, transigir, concilinr, admitir los hechos
del proceso, desistir, cancelsr, recibir, remmelar, y ratificar loa actos de
agentes oficioson

mandamus, the protection of tade secrets, and in general the elvil,
penal, and administrative suits relating to thosa rights; actions and suits
instituted by me (us) or against me (us). And thet in all the shave
‘matters thoy may substitute this Power of Attoney, compromise,
concilixte, admit the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and
retify acts done by representatives without a power of attorney.

Dedo y firmado hoy/Given and signed this 30 January 2004
w/in  West Haven, Connecticut, United States of Amarica

porhy  Joffrey M. Greeaman

Aasistant Secretary of Bayer Pharmaceiticals Corporation

Firma/Signature /
pud

\

CAVELIER ABOGADOS
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CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)
Alos 30 dias del mesds  EMErO

de2004 comparecit(eron) snte mt,
Jeffrey M. Greenman

* ' 7 == NOTARIO PUBLICO 0 FUNCIONARIO AUTORIZADO — NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL —

NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATION)
On this 30th day of January
200 _4_ appeared before me

Jeffrey M. Greenman

calﬂmmmq‘mrmm Corporation

Eecreta[]o Assistente de Bayer Phamceut*

Quien(es) conazeo personalmente y que firma(n) este documanto en
de Ia Sociadnd/compatiia denominads
Bayer Pharmaceuticals Corperation

who({m) I know personally and who(m) signed this document as
represantutive(s) of the Carporation/Company named

Bayer Pharmaceuticals Corporation
Certifico: 1 eertify:
hmlu::fumdoumm' 1.That I have seen the following documents:*
1. &I:'ti ficado de Constitucion de Bayer Pharma- harmocexticals
ceuticals Corporation fechade 14 Nov. 2002; L sl ol iy il Wrs i

2. Resolucion de 1a Junta Directtva fechado 1
Enero, 2003
3. Consentimiento escrito de’fundador finico

% Aot P OIS 00, TR v

2.1.Que Bayer Pharmaceuticals Corporation

¢ una Sociedad Compafiis legalmente constitnida y existente do
acuerdoconlasloyesde1  Estado de Delaware
Estados Unidos de Awerica

2) Rasclution of the Board of Directors dated | Jarmary 2003;

J) Written Consent of the Sole Incorporator of Bayer
Pharmaceuticals Corporation dated 14 November 2002

electing the Board of Directors;
2. That the above documents duly prove the following:
2.1.That Bayer Pharmareuticals Corporation
1s a Corpormion/Company legally constituted and in existence
in accordance with the laws  of the Stas of Delaware,
United States of America

2.2.Que ol domicilio de dicha Soci
400 Morgan Lane, West Haven, Connecticut

2.2.That the domiclle of said Corporation/Company is
400 Morgan Lane, West Haven, Connecticut 06516

06516, Estados Unidos de America

United States of America

2.3. Que el objeto u objetns pam los cuales 3o otorga ol presents
poder estin comprendidos demtro del objoto social de la
mencicnads Sociedad/Compaiiis.

24.Que ciflos) Sr(Sresy  EFTTEY M. Ereenman
estil(n) autorizado(s) pam otorgar el presente Poder.

Ciudad West Haven

Bando Connecticit; Estados Untdos de America

23. That the purpose ar purposes for which the present Power of
Attorney is granted are comprised within the corporaticn parposes set
forth in the charter of the mentioned Corporation/Company.

2.4. That Mr.(Measrs.) Jeffrey AL Greenman

is(are) authorized to grant the present Power of Attorney

City West Haven

Stute  Commecticut, United Statex of America

Hoy 30 Enero de 2004 Thia 30* day of Jamuary 200 4
"""'.“"‘."'.'-"ﬂ-':bq.a
1 - L AT .,:
By: ... -y {
v ¥
of Bayer P, 3 ,..";
- '1
Unitad Stctes of Amarica NOTARIAL CERTIFICATE . ‘:
Siow of Comities it oy e o
New Haven W
C#yaf st Haven
On this the ﬂnnunﬂl bq'cn N Publk ek locallty, appeared Paal R.
blmnlo’mg%ﬂh vm N eregoiny -‘ g wledged m‘:;“wg
authorixation, hamdﬁammwqu"ﬂqyw?m bapadmuﬁr:hpwpmnthﬁnmmd
In wiiness thereof I yet my hand.
My Commission Ex [NOTARIAL SBAL]
Elaine Porter
© CAVELIER ABOGADOS Noaary Public
WPPODEQ!-181 (MINUTA N*L11.1.2.6 USA) My Commission Expiras Juw 30, 2008



TRADUCCION OFICIAL 031/2004 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES Y
EN ESPANOL, REALIZADA POR EDUARDO CALADO NOGUERA, TRADUCTOR
OFICIAL APROBADO POR RESOLUCION 541 DEL 27 DE FEBRERO DE 1976 POR
EL MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEBIDAMENTE REGISTRADO ANTE EL
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE LA REPUBLICA DE COLOMBIA Y
MEDIANTE EL CUAL BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION EMPRESA
DOMICILIADA EN 400 MORGAN LANE, WEST HAVEN, CT 06516, ESTADOS
UNIDOS DE AMERICA OTORGA PODER A EMILIO FERRERO, TPA 31929,
GONZALO PERDOMO, TPA 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ TPA 23555 Y A
GERMAN CAVELIER, TPA 832, EXPEDIDO Y FIRMADO EL 30 DE ENERO DE
2004 EN WEST HAVEN, CONNECTICUT, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA POR
JEFFREY M. GREENMAN, SUBSECRETARIO DE BAYER PHARMACEUTICALS
CORPORATION. FIRMA: (ILEGIBLE)

CERTIFICADO NOTARIAL EN INGLES Y EN ESPANOL DE FECHA 30 DE ENERO
DE 2004 POR EL CUAL SE CERTIFICA LA COMPARECENCIA DE JEFFREY M
GREENMAN A NOMBRE DE BAYER PHARMACEUTICALS CORI;"ORATION Y PARA

CERTIFICAR LA EXISTENCIA LEGAL, EL DOMICI

LA CAPACIDAD DE M. GREENMAN PARA COMPROMETERNE

HAVEN, CONNECTICUT, ESTADOS UNIDOS DE mg s

2004. F- 1

POR: FIRMADO: PAUL R. BERRY, VICE PRESIDENTY

JUREDICOS Y SECRETARIO DE BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION.
CERTIFICADO NOTARIAL

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

ESTADO DE CONNECTICUT, CONDADO DE NEW HAVEN

CIUDAD DE WEST HAVEN



Hoy 30 de enero de 2004, ante mi, notario pGblico practicante en
esta localidad, comparecié Paul R. Berry, conocido mic como la
persona cuyo nombre aparece escrito en el documento precedente, y
quien reconoci® ser el vicepresidente, jefe de asuntos juridicos
y secretario de Bayer Pharmaceuticals Corporation y que actuando
en calidad de tal y con autorizacién, firmé el documento
precedente a nombre de Bayer Pharmaceuticals Corporation para los
objetivos allf contenidos. En testimonio de lo anterior, firmo:
ELAINE PORTER, notario pGblico. Sello: ELAINE PORTER, notario
piblico. Mi cargo vence el 30 de junio de 2006.
APOSTILLA:
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1. Estados Unidos de América

Este documento plblico

2. ha sido firmado por ELAINE PORTER

3. guien actfia en su calidad de NOTARIO PUBLICO

4. del estado de Connecticut para el perfodo entre el primero

oA e ey mng
. ChNO NoTARID IZKTO (8 oL By Nous:

de julio de 2001 y el 30 de junioc de 2085 ﬂﬁﬁﬂﬁheﬂﬂr”""i

UR WA YEROD ALa VISTS (

TR e o

CERTIFICADO s34 05 ABR 2084 /. :
r . LY

5. en Hartford, Connecticut 4.3 T
6. el 5 de febrero de 2004
7. por Susan Bysiewicz Secretario del estado Connecticut
8. Nimero 2004-1177 L//,

9. Sello:.

El sello del estado de Connecticut

10.Firma: Susan Bysiewicz, secretario de estado.

COLO-14125-841-001-0; WPCLO02G. ID 5326

Bogot&, 16 de febrero de 2004. Cgh. ! Collyho 1,\ ,
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PCT/US02/31693 q

PATENT COOPERATION TREATY
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT 0CT 0 § A1
CAROL G. BR
NOTIACATION OF THE RECORDING UNN
OF A CHANGE GREENMAN, Jeffrey, M.
Bayer Pharmaceuticals Corporation
{PCT Rule 92bls.1 and 400 Morgan Lane
Adminlstrative Instructions, Sectlan 422) Waest Haven, CT 06516
United States of Amarica
Dato of malling (day/monthiyear)
18 September 2003 {18.09.03)
Applcant’s or agent’s fils referonce
MSB-7288-PCT ) IMPORTANT NOTIACATION
intornations! applicstion No. internasional filing date (day/month/year)
PCTAUS02/316893 04 October 2002 {04.10.02)
1. The following indiostions appeared on record goncaming:
E the applcant D the inventor D the sgant D tha common represantative
Name and Address Sinte of Nationality State of Residence
1B&YBEH COFI‘RP%RA'I'ION us us
ayer Roa Telsphons No-
Pittsh
Unlisotlil 12"!:: meﬁm 510 705-7901
Facalmils No.
510 705-7904
“Telaptintar No.
2 The imamational Buresu hereby natifies the spplidant thet the following changs has bosn recorded eonoeming:
[X] the parsen [X] herame  [X] twscdress [ ] thonationatny [ the rasidence
Name and Address State of Nationality State of Ragidence
BAYER PHARMACEUTICALS CORPORATION us us
orgen Lana “Telsphone No.
Waest H 0851
Unlted gvl:tn.,st:; Ameficl 510 705-7901
" Facaimlls No.
510 705-7904
Toloprintar No.
3. Further observations, if necossary:
4. A oopy of thia notification has bean sont tn:
[X] the recsiving ommce [] the cesignated Offices concemed
[] the tmtormatianst Searching Authority [X] the slected Otfices concerned
[] the internettonat Prefiminary Examining Authority { ] other:
The ktarmationsi Buresu of WIPO Authorized offioer
chemin des Colombetins ielnf
1211 Goneva 20, Ghiglaine BORNET
Facaimile No. {(41-22) 338.71.40 Telophone No. (41-22) 338 8526

Form PCT/AB/308 (March 1984) 005861384




PCTAUS02/31693 ‘0

FAIEN] COOPERATION TREAY

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:
NOTIRCATION OF THE RECORDING MAHONEY, John, W.
OF A CHANGE Bayer Corporation
800 Dwight Wa
(PCT Rula 82ble.1 and P.0. Box 1888
Administrative Instructions, Section 422) B.erk:olw CA 94701
United States of America
Date of mailing {day/month/year)
13 Fabruary 2003 {13.02.03)
Applicant’s or agent's fis rafarence
MSB-7288-PCT IMPORTANT NOTIFICATION
intesmational appication No. intamational filing dats {day/manth/year)
PCT/US02/31693 04 Octobar 2002 (04.10.02)
1. The following indicstlons appsared on recond conasming:
E the applicant @ the Inventor D the agent D ths common reprosentstive
Nams and Address Sate of Nationality State of Rasidence
[ Telsphona No.
" Facsimile No.
' | Teleprinter No.

D the person

1 Tha imemationsl Bureau hereby notifies the applicant that the following chanpe has bean recordsd conoeming:

[] teaddroes  [] tha nutionaity

D the residence

D the name

CLAIRMONT, Kevin.
80 Merwin Clrcle
(:heshlra. CT 06410

ited States of America

3. Further obaarvations, if ne
US only.

E the recslving Offios
|Z| the Intemational Sasrohing Authority
D tha International Preliminary Examining Authority

Fiate of Nationality Stals snce
us us

Telephone No.

" Facsimiin No.

Taleprimtsr No.

As por Box 2 above, CLAII'{MONT Kavin, B. has been added ag applicant and inventor for the

4. A oopy of this notification has besn sant to:

D the designated Officas concarnsd
| ] the eloctad Offices concarned

[] otner:

The | lonal B of WPO Authorized officer
34, chemin des Colombotins
Eah 4 - Ghislaine BORNET .
iy f4
Fagsimile No. (41-22) 740.14.35 Talephane No. {41-22) 338 D626 ,__ﬁ é’k—"m
Form PCTAB/08 (March 1064) o ——7 )



PCT/US02/31633

PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:
NOTIRCATION OF THE RECORDING
MAHONEY, John, W.
OF A CHANGE Bayer Corporation
(PCT Rule 92bis.1 and 800 Dwiant Wy
Administrative Instructions, Section 422} B.eri.alay, CA 54701
United States of Amarica
Data of mailing {day/monthiyear)
10 February 2003 {10.02.03)
Applicant’s or agant's fie reforence
MSB-7288-PCT IMPORTANT NOTIFICATION
intamnational appliostion No. International fing date {day/monthiyear)
PCT/US02/31633 04 Qctobar 2002 (04.10.02)

1. The following ndieatians sppesred on record concerming:
[X] the appiicam

E tha Inventor D the agent

D the comman rapresantstive

* Name and'Address ~ - Stte.of Nationality State of Regkdence.
;'{BIESLAN, J.T{ﬁf Road IE us
Madisan, CO 08443 Taisphons No.

United States of Americs |
. Facaimile No.
| “Tolopeimar No.

2. The intarnstional Bureat hereby natifles the epplisant that the foRowing change has besn rescrded concewning:

@ the recaiving Offfos
m the Intsrnationa) Searching Authority
D the Intarnations] Praliminary Exsmining Authority

[] maperson [[] thename [X] tesddrass [ ] the nasianasty [[] e restaence
Name and Addrass Sata of Nationslity Stain of Residence
;\{I"’IESLAN. J.ﬂﬁl'ﬂ g IE us
ummer
Madison, CT 06443 [TYeliphane No.
United Stotea of Amarica
“Facaimile No.
sloprinter No.

3. Further observationg, if necessary:
4. A copy of this natification has bean sent to:

D the designated Offices concemed
[ ] the stacted Offices concarned

D qthar:

The itemationa) Bureau of WIRO
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PEPTIDES ACTING AS BOTH GLP-1 RECEPTOR AGONISTS AND GLUCAGON
RECEPTOR ANTAGONISTS AND THEIR PHARMACOLOGICAL METHODS OF
USE

FIELD OF THE INVENTION

[01] This invention relates to newly identified polypeptides that act both as an agonist
of the GLP-1 receptor and an antagonist of the glucagon receptor and the use of such
polypeptides for therapeutic purposes. More particularly, polypeptides of the present
invention are useful in stimulating the release of insulin from pancreatic beta cells in a
glucose-dependent manner and reducing glucagon-mediated secretion of glucose from the
liver, thereby providing a treatment option for those individuals afflicted with a metabolic
disorder such as diabetes, hyperglycemia, impaired fasting glucose, impaired glucose
tolerance, prediabetic states, and obesity.

BACKGROUND OF THE RELATED ART

[02] Diabetes is charcterized by impaired insulin secretion manifesting itself among
other things by an elevated blood glucose level in the diabetic patient. Underlying defects
lead to a classification of diabetes into two major groups: type I diabetes (or insulin
dependent diabetes mellitus, IDDM), which arises when patients lack insulin-producing
beta-cells in their pancreatic glands, and type 2 diabetes (or nom-insulin dependent
diabetes mellitus, NIDDM), which occurs in patients with an impaired beta-cell insulin
secretion and/or alterations in insulin action.

[03] Type 1 diabetic patients are currently treated with insulin, while the majority of
type 2 diabetic patients can be treated with agents that stimulate beta-cell function or with
agents that enhance the tissue sensitivity of the patients towards insulin. Over time,
almost one-half of type 2 diabetic subjects lose their response to these agents and then
must be placed on insulin therapy. The drugs presently used to treat type 2 diabetes
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[04] include alpha-glucosidase inhibitors (PRECOSE®, VOGLIBOSE™, and
MIGLITOL®), insulin sensitizers (e.g., Avandia™, Actos™ and Rezulin™), insulin
secretagogues (sulfonylureas (“SFUs”) and other agents that act by the ATP-dependent K*
channel), and GLUCOPHAGE™ (metformin HCI).

[05] Alpha-glucosidase inhibitors., Alpha-glucosidase inhibitors reduce the excursion of
postprandial glucose by delaying the absorption of glucose from the gut. These drugs are
safe and provide treatment for mild to moderately affected diabetic subjects. However,
gastrointestinal side effects have been reported in the literature and limit their
effectiveness. '

{06] Insulin sensitizers. Insulin sensitizers are drugs that enhance the body’s response
to insulin. Thiozolidinediones such as Avandia™ (rosiglitazone) and Actos™ activate
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) gamma and modulate the activity of a
set of genes that have not been well described. Hepatic effects (e.g., drug induced
hepatotoxicity and elevated liver enzyme levels) do not appear to be a significant problem
in patients using Avandia™ and Actos™. Even g0, liver enzyme testing is recommended
every two months in the first year of therapy and periodically thereafter. Avandia™ and
Actos™ treatments are associated with fluid retention, edema, and weight gain.
Avandia™ ig not indicated for use with insulin because of concern about congestive heart
failure. Rezulin™ (troglitazone), the first drug in this class, was withdrawn because of
elevated liver enzyme levels and drug-induced hepatotoxicity.

[07] Insulin secr.eingogues. Sulfonylﬁreas (SFUs) and the non-sulfonylureas,
Nateglinide and Pepaglinide act through the ATP-dependent potassium channel to cause
glucose-independent insulin secretion. These drugs are standard therapy for type 2
diabetica that have mild to moderate fasting hyperglycemia. The insulin secretagogues
have limitations that include a potential for inducing hypoglycemia, weight gain, and high
primary and secondary failure rates. Ten to 20% of initially treated patients fail to show a
significant treatment effect (primary failure). Secondary failure is demonstrated by an
additional 20-30% loss of treatment effect after six months of treatment with insulin
secretagogues. Insulin treatment is required in 50% of the insulin secretagogues

responders after 5-7 years of therapy (Scheen et al., Diabetes Res. Clin. Pract. 6:533-543,
2
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[08] 1989). Nateglinide and Pepaglinide are short-acting drugs that need to be taken
three times a day. They are used only for the control of post-prandial glucose and not for
control of fasting glucose.

[09) GLUCOPHAGE™ is a biguanide that lowers blood glucose by decreasing hepatic
glucose output and increasing peripheral glucose uptake and utilization. The drug is
effective at lowering blood glucose in mildly and moderately affected subjects and does
not have & side effect of weight gain or a potential to induce hypoglycemia. However,
GLUCOPHAGE™ has a number of side effects, including gastrointestinal disturbances
and lactic acidosis. GLUCOPHAGE™ is contraindicated in diabetics over the age of 70
and in subjects with impaired renal or liver function. Finally, GLUCOPHAGE™ has the
same primary and secondary failure rates as the insulin secretagogues.

[10] Insulin treatment is instituted after diet, exercise, and oral medications have failed
to control blood glucose adequately. This treatment has several drawbacks: it is an
injectable, it can produce hypoglycemia, and it can cause weight gain. The possibility of
inducing hypoglycemia with insulin limits the extent that hypoglycemia can be controlled.

[11] Problems with current treatments necessitate new therapies to treat type 2 diabetes.
In particular, new treatments to retain normal (i.e., glucose-dependent) insulin secretion
are needed. Given glucagon-like peptide-1's (“GLP-1") role in promoting glucose-
regulated insulin secretion in the pancreas, GLP-1 receptor agonists are potentially
vahiable in the treatment of such diseases. Moreover, glucagon receptor antagonists
should prove valuable in treating type 2 diabetes given glucagon’s role in elevating plasma
glucose by stimulating hepatic glycogenolysis and gluconeogenesis.

[12] GLP-1 and glucagon are members of a family of structurally related peptide
hormones, the glucagon/secretin family. Within this family, GLP-1(7-36) and GLP-1(7-
37) (30 amino acids and 31 amino acids, respectively) and glucagon (30 amino acids)
constitute a highly homologous set of peptides. In addition, these two hormones originate
from a common precursor, preproglucagon which, upon tissue-specific processing, leads
to production of GLP-t predominantly in the intestine and glucagon in the pancreas. The
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[13] receptors for these two peptides are homologous (58% identity) and belong to the
family of G-protein coupled receptors.

(14]  GLP-1 and glucagon both play major roles in overall glucose homeostasis. GLP-1
lowers plasma glucose concentrations mediated by glucose dependent insulin secretion,
whereas glucagon increases plasma glucose concentrations. Given the imporiant roles of
both GLP-1 and glucagon in meintaining normal blood glucose concentrations, there has
been considerable interest in the identification of GLP-1 receptor agonists and glucagon
receptor antagonists. Clinical studies have demonstrated the ability of GLP-1 infusion to
promote insulin secretion and to normalize plasma glucose in diabetic subjects. However,
GLP-1 is rapidly degraded and hes a very short half-life in the body. Furthermore, GLP-1
causes gut motility side effects at or near its therapeutic doses. Therefore, GLP-1 itself
has significant limitations as a therapeutic agent, and modified versions of the peptide with
enhanced stability are being pursued. Non-peptide agonists of the GLP-1 receptor have
not been described to date.

[15] Peptide analogs of glucagon have been identified which act as glucagon
antagonists and reduce hyperglycemia in diabetic mts. However, no peptide glucagon
antagonist has moved beyond preclincal development. A number of structurally diverse
non-peptide glucagon receptor antagonists have been reported in the scientific and patent
literature. However, attempts to identify small molecule ‘inhibitors of the gluglgon
receptor have met with limited success in vivo. The only antagonist of glucagon action
known to be active in a clinical study is a compound identified as BAY 27-9955. A
potential side effect of glucagon antagonism is hypoglycemia.

[16] Because of the potential side effects associated with administering either a GLP-1
receptor agonist or a glucagon receptor antagonist alone, a combination therapy would
have an advantage of maintrining the desired lowering of blood glucose while reducing
the side effects. Co-administration, however, requires a single formulation and delivery
approach that yields appropriate pharmokinetic profiles for both peptides. This could be a
major obstacle to the development of such a therapeutic.

[17] Based on the foregoing, considerable potential exists for a single therapeutic
peptide functioning as both a GLP-1 agonist and a glucagon antagonist in vivo.
4
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SUMMARY OF THE INVENTION

[18] This invention provides novel polypeptides that function both as an agonist of the
GLP-1 receptor and an antagonist of the glucagon receptor and which are effective in the
treatment of diseases and conditions that can be ameliorated by agents having both GLP-1
receptor agonist and glucagon receptor antagonist activity. Polypeptides of the present
invention provide a new therepy for patients with, for example, metabolic disorders, such
as those resulting from decreased endogenous insmlin secretion, in particular type 2
diabetics, or for patients with impaired glucose tolerance, a prediabetic state that has a
mild alteration in insulin secretion or impaired fasting glucose, or obesity.

[19] One aspect of the invention is a polypeptide selected from the group consisting of
SEQ ID NOS:6-32, as well as fragments, derivatives and variants of polypeptides that
function as both an agonist of the GLP-1 receptor and an antagonist of the glucagon
receptor at substantially the same level as the polypeptides shown in SEQ ID NOS:6-32
(collectively, “polypeptides of the invention™).

[20] Other embodiments of the invention include polynucleotides that encode
polypeptides of the invention and the attendant vectors and host cells necessary to
recombinantly express the polypeptides.

[21] Still other embodiments of the invention provide methods of treating diabetes
and/or other diseases or conditions affected by polypeptides of the invention in mammals,
including humans. The methods involve administering a therapentically effective amount
of any of the polypeptides of the present invention to a mammat.

[22] The invention also provides recombinant and synthetic methods of making
polypeptides of the invention.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWING

[23] Figure 1 is a restriction map of a typical plasmid containing a GST-peptide fusion
polynucleotide coding sequence.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENTS

{24] The invention provides novel polypeptides, as well as fragments, derivatives
variants, and anelogs thereof that function as both an agonist of the GLP-1 receptor and an
antagonist of the glucagon receptor. Polypeptides of the invention function in vivo as both
GLP-1 receptor agonists and glucagon receptor antagonists in the prevention and/or
treatment of such diseases or conditions as diabetes, hyperglycemia, impaired glucose
intolerance, impaired fasting glucose, and obesity.

[25] GLP-1 and glucagon are members of a family of structurally related peptide
hormones, the glucagon/secretin family. The stacking alignment below shows the primary
structural relationships:

Glucagon HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR (SEQ ID NO:1)

GLP-1 (7-36) | HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH; (SEQ ID NO:2)

GLP-1 (7-37) | HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:3)

Single-letter abbreviations for amino acids can be found in Zubay, Biochemistry 2d ed.,
1988, MacMillan Publishing, New York, p. 33. These polypeptides play a role in overall
glucose homeostasis: GLP-1 lowers plasma glucose concentrations, whereas glucagon
increases plasma glicose concentrations.

[26] Given GLP-1's role in promoting glucose-regulated insulin secretion in the
pancreas, GLP-1 receptor agonists are potentially valuable in the treatment of metabolic
disorders and other diseases. Moreover, glucagon receptor antagonists should also prove
valuable in treating disease given glucagon’s role in elevating plasma glucose by
stimulating hepatic glycogenolysis and gluconeogenesis. However, these facts alone do
not guarantee glucose reduction in vivo without inducing significant side effects.

[27] The invention provides new polypeptides that are both GLP-1 receptor agonists
and glucagon receptor antagonists. Without being bound to theory, we believe that
polypeptides of the invention are capable of reducing glucose levels in vivo by stimulating
insulin release from pancreatic beta cells in a glucose-dependent manner, while at the
same time reducing'glucngon-mediated secretion of glucose from the liver.
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GLP-1 receptor agonist and glucagon receptor antagonist polypeptides

[28] Polypeptides of the invention function both as a GLP-1 receptor agonist and a
glucagon receptor antagonist The GLP-1 receptor agonist component of such
polypeptides activates the GLP-1 receptor in one or more in vifro or in vivo assays for
GLP-1 receptor activation. Examples of such assays include, but are not limited to, in
vitro assays for induction of cCAMP in RINmSF cells, in vitro assays for induction of
insulin secretion from pancreatic p-cells, in vivo assays for reduction in plasma glucose
levels, and in vivo assaeys for elevation in plasma insulin levels as described in the specific

examples below.

[29] Polypeptides of the invention also demonstrate glucagon receptor antagonist
activity in one or more in vitro or in vivo assays for inhibition of glucagon receptor
activation. Examples of such assays include, but are not limited to, in vitro assays to
measure inhibition of glucagon-mediated increase in cellular cAMP, in vitro assays to
measure inhibition of glucagon-mediated glucose release from, for example, cultured
hepatocytes, or in vivo assays for glucagon stimulated glucose production as described in
the specific examples below.

[30] Preferred polypeptides of the invention are selected from the group consisting of
(1) SEQ ID NOS:6-32 and (2) fragments, derivatives, variants, and analogs thereof that
function as both an agonist of the GLP-1 receptor and an antagonist of the glicagon
receptor at substantially the same level as any of the polypeptides shown in SEQ ID
NOS:6-32.

[31] Polypeptides of the present invention may be naturally-occurring polypeptides,
recombinant polypeptides, or synthetic polypeptides.

Fragments, derivatives, variants, and analogs
[32] Fragment, derivative, variant, and analog polypeptides retain substantially the

same biological function or activity as, for example, polypeptides shown in SEQ ID
NOS:6-32. “Substantially the same biological function or activity™ is about 30% to 100%
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(ie, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, or 100%) or more of the same hiological activity of the
full-length polypeptide to which it is compared.

Derivatives

[33] Derivatives include polypeptides of the invention that have been chemically
modified to provide an additional structure and/or function. For example, polyethylene
glycol (PEG) or a fatty acid can be added to a polypeptide to improve its half-life. Fusion
polypeptides which confer targeting specificity or an additional activity also can be
constructed, as described in more detail below.

[34] Derivatives can be modified by either a natural process, such as posttranslational
processing, or by chemical modification techniques, both of which are well known in the
art. Modifications can occur anywhere in a polypeptide, including the peptide backbone,
the amino acid side-chains, and the amino or carboxyl termini. It will be appreciated that
the same type of modification may be present to the same or varying degrees at several
sites in a given polypeptide. Also, a variant may contain one or more different types of
modifications. Polypeptides may be branched, for example, as a result of ubiquitination,
and they may be cyclic, with or without branching.

[35] Other chemical modifications include acetylation, acylation, ADP-ribosylation,
amidation, covalent attachment of flavin, covalent attachment of a heme moiety, covalent
attachment of a nucleotide or nucleotide derivative, covalent attschment of a lipid or lipid
derivative, covalent attachment of phosphotidylinositol, cross-linking, cyclization,
disulfide bond formation, demethylation, formation of covalent cross-links, formation of
cysteine, formation of pyroglutamate, formulation, gamma-carboxylation, glycosylation,
GPI anchor formation, hydroxylation, iodination, methylation, myristoylation, oxidation,
pegylation, proteolytic processing, phosphorylation, premylation, racemization,
selenoylation, sulfetion, transfer-RNA mediated addition of amino acids to proteins such
as arginylation, and ubiquitination. (See, for instance, T. E. Creighton, PROTEINS,
STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES, 2nd ed., W.H. Freeman and Company, New
York (1993); POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B. C.
Johnson, ed., Academic Press, New York, pgs. 1-12 (1983); Seifter et al., Meth. Enzymol

182:626-46 (1990); Rattan e al., Ann. N.Y. Acad. Scl. 663:48-62, 1992).
]
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[36] Derivatives also include mature polypeptides that have been fused with another
polypeptide, such as for example human serum albumin, to improve their pharmacokinetic
profile. Fusion of two polypeptides can be accomplished by any means known to one
skilled in the art. For example, 2 DNA encoding human serum albumin and a DNA
sequence encoding a polypeptide of the invention can be cloned into any mammalian
expression vector known to one skilled in the art Location of a polypeptide of the
invention N-terminal to the other polypeptide is preferred, because it appears that a free N-
terminal histidine is required for GLP-1 receptor activity (Kawe, Endocrinology
Apr;124(49):1768-73, 1989). The resulting recombinant fusion protein can then be
expressed by transforming a suitable cell line, such as HKB or CHO, with the vector and
expressing the fusion protein.

[37]1 Preferred derivatives include polypeptides of the invention (SEQ ID NOS:6-32) to
which a PEG moiety or a fatty acid moiety has been attached. The PEG moiety can be, for
example, a PEG with a molecular weight greater than 22 kDa, pr.eferably a molecular
weight of between 25kDa and 100 kDa (e.g., 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95 or 100 kDa), and more preferably a molecular weight of between 35 kDa and 45
kDa (e.g., 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, or 45 kDa). Examples of such PEGylated
polypeptides are those that contain a 22 kDa PEG moiety attached to the cysteine residue
at position 31 of SEQ ID NOS:19 or 25. See SEQ ID NOS:20 and 26 and Table 2.
Alternatively, a 43 kDa PEG moiety can be attached to the cysteine residue at position 31
of SEQ ID NO:25. See SEQ ID NO:27 and Table 2. A PEG moiety can be added to a
cysteine residue of polypeptides of the invention by methods well known in the art, for
example, see Example 19.

[38] Other preferred derivatives have a fatty acid moiety attached to the polypeptide.
The fatty acid moiety can be, for example, a fatty acid between C;2 and Cap, preferably Ci4
_ and Cy3, and most preferably a C fatty acid. Examples of such polypeptides are SEQ ID
NOS:28-32, which contain a C,¢ (palmitate) fatty acid moiety attached to a lysine residue
within the peptide. See Table 2. A fatty acid moiety can be added to a lysine residue of
polypeptides of the invention by methods well known in the art, for example, fatty acid
acylation (Knudsen et al., J. Med. Chem. 43:1664-1669, 2000).
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Variants

[39] Variants are polypeptides on the invention that have or more amino acid sequence
changes with respect to the amino acid sequences shown in SEQ ID NOS:6-32. Variants
also can have amino acids joined to each other by modified peptide bonds, Le., peptide
isosteres, and may contain amino acids other than the 20 naturally occurring amino acids.

[40] Preferably, variants contain one or more conservative amino acid substitutions
(le, 1,2,3,4,5,6, 7, 8, 9, or 10 substitutions), preferably at nonessential amino acid
residues. A “nonessential” amino acid residue is a residue that can be altered from a wild-
type sequence of a protein wifhout altering its biological activity, whereas an “casential”
amino acid regidue is required for biological activity. A conservative amino acid
substitution ig one in which the amino acid residue is replaced with an amino acid resulue
having a similar side chain, Families of amino acid residues having similar side chains
have been defined in the art These families include amino acids with basic side chains
(e.g., lysine, arginine, histidine), acidic side chains (e.g., aspartic acid, glutamic acid),
uncharged polar side chains (eg., glycine, aspamgine, glutamine, serine, threonine,
tyrosine, cysteine), nonpolar side chains (e.g., alanine, valine, leucine, isoleucine, proline,
phenylalanine, methionine, tryptophan), beta-branched side chains (e.g., threonine, valine,
isoleucine) and aromatic side chains (e.g., tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine).
Non-conservative substitutions would not be made for conserved amino acid residucs or
for amino acid residues residing within a conserved protein domain.

[41]  Conservative amino acid substitutions are preferably at positions 11, 12, 16, 17, or
18 of the consensus polypeptide shown SEQ ID NO:34. Position 11 preferably is R, S, A,
K, G, or T and more preferably R, A, G, or S. Position 12 preferably is K, N, R, H, A, §
or Q and more preferably K, A, S, or N. Posgition 16 preferably is K, R, V,I, L, M, F, W,
Y, A 5T, N, Q G, or H, and more preferably K, V, 1, F, A, S, or N. Position 17
preferably is D, B, H, K, R, F,LL M, Y, V, W, A, §, T, N, Q, or G, and more preferably
R,ALMV,S,HE, orQ. Position 18 preferably is K, R, F, LL, Y, V,M, A, G,or H
and more preferably K, R, F, I, L, Y or A. All possible combinations of substitutions at
positions 11, 12, 16, 17, and 18, including no substitution at any one, two, three, or four of
these positions, are specificaily envisioned.

10
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[42] Variants also include polypeptides that differ in amino acid sequence due to
mutagenesis. Variants that function as both GLP-1 receptor agonists and glucagon
receptor antagonists can be identified by screening combinatorial libraries of mutants, for
example, mutants of polypeptides with conservative substitutions at 1 or more positions
(ie,at1,2,3,4,5,6,7 8,9, or 10 positions) can be screened for GLP-1 receptor agonist
activity and glucagon receptor antagonist activity using methods well known in the art and
described in the specific examples below.

Analogs

[43] An analog includes a propolypeptide, wherein the propolypeptide includes an
amino acid sequence of a polypeptide of the invention. Active polypeptides of the
invention can be cleaved from the additional amino acids in the propolypeptide molecule
by natural, in vivo processes or by procedures well known in the art, such as by enzymatic
or chemical cleavage.

Fragments

[44] A fragment is less than a full-length polypeptide of the invention, including a full-
length derivative, variant, or analog, which has GLP-1 receptor agonist and glucagon
receptor entagonist activity.

Polynucleotides

[45] Any polynucleotide sequence that encodes a polypeptide of the invention can be

used to express the polypeptide. Polynucleotides can consist only of a coding sequence
for a polypeptide or can include additional coding and/or non-coding sequences.

[46] Polynucleotide sequences encoding a polypeptide of the invention can be
synthesized in whole or in part using chemical methods well known in the art (see, for
example, Caruthers ef al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 215 — 23, 1980; Hom et al,, Nucl.
Acids Res. Symp. Ser. 225-32, 1980). The polynucleotide that encodes the polypeptide can



MsSB-7268

then be cloned into an expression vector to express the polypeptide or into a cloning
vector, to propagate the polynucleotide.

[47] As will be understood by those of skill in the art, it may be advantageous to
produce the polypeptide-encoding nucleotide sequences possessing non-naturally
occurring codons. For example, codons preferred by a particular prokaryotic or eukaryotic
host can be selected to increase the rate of polypeptide expression or to produce an RNA
transcript having desirable properties, such as a half-life, which is longer than that of a
transcript generated from the naturally occurring sequence.

(48] The nucleotide sequences disclosed herein can be engineered using methods
generally known in the art to alter the polypeptide-encoding sequences for a variety of
reasons, including but not limited to, alterations which modify the cloning, processing,
and/or expression of the polypeptide or mRNA product DNA shuffling by random
fragmentation and PCR reassembly of gene fragments and synthetic oligonucleotides can
be used to engineer the nucleotide sequences. For example, site-directed mutagenesis can
be used to insert new restriction sites, alter glycosylation patierns, change codon
preference, produce splice variants, introduce mutations, and so forth.

Vectors

[49] The present invention also includes cloning and expression vectors comprising one
or more nucleotide sequences encoding a polypeptide of the invention. The nucleotide
sequence can be inserted in a forward or reverse orientation. A DNA sequence may be
inserted into a vector by a variety of procedures. In general, 2 DNA sequence is inserted
into an appropriate restriction endonuclease site by procedures known in the art and
described in Sambrook ef al, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2d ed.,
(Cold Spring Harbor, N.Y., 1989). Such procedures and others are deemed to be within
the scope of those skilled in the art.

[S0] Examples of cloning vectors include, but are not limited to pBR322, pUCIS,
pUC19, pSport, and pCRII.

12
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[S1] In a preferred aspect of this embodiment, an expression vector further comprises
regulatory sequences, including, for example, a promoter, operably linked to the coding
sequence. Large numbers of suitable expression vectors and promoters are known to those
of skill in the art and are commercisally available. The following expression vectors are
provided by way of example. Bacterial expression vectors include, but are not limited to,
PQET0, pQE60, pQE-9 (Qiagen), pBS, phagescript, paiX174, pBlusscript SK, pBsKS,
pNHS8a, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagene); pTRC99A, pKK223-3, pKK233-3,
pDR540, PRITS (Pharmacia). Bukaryotic expression vectors include, but are not limited
to, pWLneo, pSV2cat, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, PSVL
(Pharmacia). However, any other cloning or expression vector may be used as long &s it is
replicable and viable in the desired host. Promoter regions can be selected from any
desired gene using CAT (chloramphenicol transferase) expression vectors or other vectors
with selectable markers. Two appropriate vectors are pKK232-8 and pCM7. Particular
named bacterial promoters include laci, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Py, P. and tip.
Eukaryotic promoters include CMV immediate early, HSV thymidine kinase, early and
late SV40, LTRs from retrovirus, and mouse metallothionein-I. Selection of an
appropriate vector and promoter is well within the level of ordinary skill in the art.

[52] An expression vector also can contain a ribosome binding site for translation
initiation, a transcription terminator, and appropriate sequences for amplifying expression.
Expression vectors can contain a gene to provide & phenotypic trait for selection of
transformed host cells, such as dihydrofolate reductase or neomycin resistance for a
eukaryotic cell culture, or such as tetracycline or ampicillin resistance for culture in E.

coli.

Libraries

[S3] In one embodiment, a library of variants is generated by combinatorial
mutagenesis at the nucleic acid level and is encoded by a variegated pene library. A
library of variants can be produced, for example, by enzymatically ligating a mixture of
synthetic oliponucleotides into gene sequences such that a degenerate set of potential
variant amino acid sequences is expressible as individuat polypeptides or, alternatively, as

13
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a set of larger fusion proteins (for example, for phage display) containing the set of
sequences therein,

[S4] There are a variety of methods that can be used to produce libraries of potential
variants from a degenerate oligonucleotide sequence. Chemical synthesis of a degenerate
gene sequence can be performed in an automatic DNA synﬂmsizer,'and the synthetic gene
then ligated into an appropriate expression vector. Use of a degenerate set of genes allows
for the provision, in one mixture, of all of the sequences encoding the desired set of
potential analog sequences. Methods for synthesizing degenerate oligonucleotides are
known in the art (see, e.g., Narang, Tetrahedron 39:3 (1983); Itakura ef al, Annu. Rev.
Biochem. 53:323 (1984); Itakura et al., Science 198:1056 (1984); Ike et al., Nucleic Acid
Res. 11:477, 1983). '

[S5] Several techniques are known in the art for screening genme products of
combinatorial libraries made by point mutations or truncation and for screening cDNA
libraries for gene products having a selected property. Such techniques are adaptable for
repid screening of the geme libraries generated by the combinatorial mutagenesis of
polypeptides of the invention. The most widely used techniques, which are amenable to
high through-put analysis for screening large gene libraries, typically include cloning the
gene library into replicable expression vectors, transforming appropriate cells with the
resulting library of vectors, and expreseing the combinatorial genes under conditions in
which detection of a desired activity facilitates isolation of the vector encoding the gene
whose product was detected. Recursive ensemble mutagenesis (REM), a technique that
enhances the frequency of functional mutants in the libraries, can be used in combination
with the screening assays to identify the desired variants.

Host cells

[S6] The present invention also provides host cells containing the above-described
vectors. The host cell can be a higher eukaryotic cell, such as a mammalian cell, or a
lower eukaryotic cell, such as a yeast cell. Alternatively, the host cell can be a prokaryotic
cell, such ag a bacterial cell.

14
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[S7] Host cells can be genetically engineered (transduced, transformed or transfected)
with cloning or expression vectors of the invention. The vector may be, for example, in
the form of a plasmid, a viral particle, or a phage. Engineered host cells can be cultured in
conventional nutrient media modified as appropriate for activating promoters or selecting
transformants. The selection of appropriate culture conditions, such as tempemture and
pH, are well within the skill of the ordinarily skilled artisan.

[58] As representative examples of appropriate hosts, include, but are not limited to,
bacterial cells, such as E. coli, Salmonella typhimurium, Streptomyces; fungal cells, such
as yeast; insect cells, such as Drosophila S2 and Spodoptera S19; mammalian cells such as
CHO, COS or Bowes melanoma. The selection of an appropriate host is deemed to be
within the scope of those skilled in the art from the teachings herein.

[S9] Introduction of the construct into the host cell can be effected, for example, by
calcium phosphate transfection, DEAE-Dextran mediated transfection, or electroporation
(Davis et al., BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, 1986). Constructs in host cells
can be used in a conventional manner to produce the gene product encoded by the
recombinant sequence.

Protein expression

[60] Mature proteins can be expressed in mammalian cells, yeast, bacteria, or other cells
under the control of appropriate promoters. Cell-free translation systems can also be
employed to produce such proteins using RNAs derived from the DNA constructs of the
present invention. Appropriate cloning and expression vectors for use with prokaryotic
and eukaryotic hosts are described above and in Sambrook et al., MOLECULAR CLONING:
A LABORATORY MANUAL, 2d ed., (Cold Spring Harbor, N.Y., 1989).

[61] Transcription of a DNA encoding polypeptides of the present invention by higher
eukaryotes can be increased by inserting an enhancer sequence into the expression vector.
Enhancers ere cis-acting elements of DNA, usually from about 10 to 300 bp, that acton a
promoter to increase its transcription. Examples include the SV40 enhancer on the late
side of the replication origin (bp 100 to 270), a cytomegalovirus early promoter enhancer,

a polyoma enhancer on the late side of the replication origin, and adenovirus enhancers.
15
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Generzlly, recombinant expression vectors will include origins of replication and
selectable markers permitting transformation of the host cell, e.g., the ampicillin resistance
gene of E. coli and S. cerevisiae TRP1 gene, and a promoter derived from a highly
expressed gene to direct tramscription of a downstream structural sequence. Such
promoters can be derived from operons encoding glycolytic enzymes such as 3-
phosphoglycerate kinase (PGK), a factor, acid phosphatase, or heat shock proteins, among
others. The heterologous structural sequence is assembled in appropriate phase with
translation, initiation and termination sequences, and preferably, a leader sequence capable
of directing secretion of translated protein into the periplasmic space or extracellular
medium. Optionally, the heterologous sequence can encode a fusion protein including an
N-terminal identification peptide imparting desired characteristics, e.g., stabilization or
simplified purification of expressed recombinant product.

[62] After transformation of a suitable host strain and growth of the host strain to an
appropriate cell density, the selected promoter is derepressed by appropriate means (e.g.,
temperature shift or chemical induction), and cells are cultured for an additional period.
Cells are typically harvested by centrifugation and disrupted by physical or chemical
means. The resulting crude extract is retained for further purification. Microbial cells
employed in expression of proteins can be disrupted by any convenient method, including
freeze-thaw cycling, sonication, mechanical disruption, or use of cell lysing agents.

[63] Various mammalian cell culture systems also can be employed to express
recombinant protein. Examples of mammalian expression systems include the COS-7
lines of monkey kidnsy fibroblasts, described by Gluzman, Cell 23:175 (1981), and other
cell lines capable of expressing a compatible vector, for example, C127, 3T3, CHO, HeLa
and HBK cell lines.

Protein purification

[64] Polypeptides of the present invention may be recovered and purified from
recombinant cell cultures by methods well known in the art, including ammonium sulfate
or ethanol precipitation, acid extraction, anion or cation exchange chromatography,
phosphocellulose chromatography, hydrophobic interaction chromatography, affinity
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chromatography, hydroxyapatite chromatography, and lectin chromatography. High
performance liquid chromatography (HPLC) can be employed as a final purification step.

[65] Polypeptides of the invention can be conveniently isolated as described in the
specific examples below. A purified polypeptide is at least about 70% pure, that is, the
isolated polypeptide i substantially free of cellular material and has leas than about 30%
{(by dry weight) of non-polypeptide material. Preferably, the pre'pamuons are 85% through
99% (i.e., 85, 87, 89, 91, 93, 95, 96, 97, 98, and 99%) pure. Purity of the preparations can
be assessed by any means known in the art, such as SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis, mass spectroscopy and liquid chromatography.

Post-translational modification

[66] Depending upon the host employed in a recombinant production procedure,
polypeptides of the invention may be glycosylated with mammalian or other eukaryotic
carbohydrates or may be non-glycosylated. Polypeptides of the invention may also
include an initial methionine amino acid residve.

Chemical synthesis

[67] Alternatively, polypeptides of the invention can be produced using chemical
methods to synthesize its amino acid sequence, such as by direct peptide synthesis using
solid-phase techniques (see, for example, Merrifield, J. Am. Chem, Soc. 85, 2149 — 2154,
1963, Roberge et al Science 269, 202 — 204, 1995). Polypeptide synthesis can be
performed using manual techniques or by antomation. Automated synthesis can be
achieved, for example, using Applied Biosystems 431A Peptide Synthesizer (Perkin
Elmer). Optionally, fragments of a polypeptide can be separately synthesized and
combined using chemical methods to produce a full-length molecule.

[68] A newly synthesized polypeptide can be substantially purified by preparative high

performance liquid chromatography (see, for example, Creighton, Proteins: Structures

And Molecular Principles, WH Freeman and Co.,, New York, N.Y,, 1983). The

compasition of a synthetic polypeptide of the present invention can be confirmed by

amino acid analysis or sequencing by, for example, the Edman degradation procedure (see,
17

30



MSB-7288

Creighton, supra). Additionally, any portion of the amino acid sequemnce of the
polypeptide can be altered during direct synthesis and/or combined using chemical
methods with sequences from other proteins to produce a variant polypeptide or a fusion
polypeptide.

Pharmaceutical Applications

[69] Polypeptides of the present invention can be used to treat type 2 diabetes (non-
insulin dependent disbetes mellitus) and/or to prevent subjects with impaired glucose
tolerance, impaired fasting glucose, hypoglycemia, and/or obesity from developing type 2
diabetes.

Pharmaceutical compositions

[70] Polypeptides of the present invention may be combined with a suitable
pharmaceutical carrier to form a pharmaceutical composition for parenteral administration.
Such compositions comprise a therapeutically effective amount of the polypeptide and a
pharmaceutically acceptable carrier or excipient. Pharmaceutically acceptable carriers,
include but are not limited to, saline, buffered saline, dextrose, water, glycerol, ethanol,
and combinations thereof. The formulation should suit the mode of administration.

[71] Pharmaceutical compositions may be administered in a convenient manner, e.g., by
oral, topical, intravenous, intraperitoneal, intramuscular, subcutaneous, intranasal, or
intradermal routes. Pharmaceutical compositions are administered in an amounnt, that is
effective for treating and/or prophylaxis of the specific indication. Suitable doses range
from at least about 3.5 ng of active polypeptide (i.e., not including the weight of a PEG or
fatty acid moiety)’kg body weight to about 100 pg/kg body weight per day. In most cases,
the dosage is from about 0.1 pg/kg to about 35 pg/kg (ie, 0.1, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, and
35 pg/kg) body weight daily, taking into account the routes of administration, symptoms,
etc. These numbers do not take into account the bioavailability of the peptide in vivo, in
which case more or less may be used to attain the effective dose desired. Determination of
a dose is well within the skill of the ordinary artisan and requires only routine screening.

18
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[72] Polypeptides of the present invention may also be employed in combination with
other pharmaceutical agents ugeful in the treatment of diabetes, impaired fasting glucose,
impaired ghicose tolerance, hyperglycemia, and obesity. Suitable agents include insulin
secretagogues, insulin sensitizers, and metformin HCL

Kits

{73] The invention also provides pharmaceutical packs or kits comprising one or more
containers filled with one or more of the ingredients of pharmaceutical compositions of the
invention. A notice in a form prescribed by a govemnmental agency that regulates the
manufacture, use or sale of pharmaceuticals or biological products and reflecting approval
by the agency can be associated with the pack or kit

Gene therapy

[74] A polypeptide of the invention may also be expressed in vivo, which is often
referred to es "gene therapy." Thus, for example, cells may be engineered with a
polynucleotide (DNA or RNA) encoding for the polypeptide ex vivo and the engineered
cells then provided to a patient to be treated with the polypeptide. Such methods are well
known in the art. For example, cells may be engineered by procedures known in the art by
use of a retroviral particle containing RNA encoding for polypeptides of the present

invention.

[75] In a preferred embodiment, the DNA encoding the polypeptides of the invention is
used in gene therapy for disorders such as diabetes. According to this embodiment, gene
therapy with DNA encoding polypeptides of the invention is provided to a patient in need
thereof, concurrent with, or immediately after diagnosis.

[76] Local delivery of polypeptides using gene therapy may provide the therapeutic
agent to the target ares, I.e, the pancreas. For instance a pancreas-specific promoter was
used to create a beta-cell pancreatic tumor mouse model (Hanahan, Nature
315(6015):115-22, 1985).

g2
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[77]1 Both in vitro and in vivo gene therapy methodologies are contemplated. Several
methods for transferring potentially therapeutic genes to defined cell populations are
known. See, e.g., Mulligan, Science 260: 926-31, 1993. These methods include:

1) Direct gene transfer. See, e.g., Wolff et al., “Direct Gene transfer Into Mouse
Muscle In Vivo,” Science 247:1465-68, 1990;

2) Liposome-mediated DNA transfer. See, e.g., Caplen et al., “Liposome-
mediated CFTR Gene Transfer To The Nasal Epithelium Of Patients With Cystic
Fibrosis,” Nature Med. 3: 39-46, 1995; Crystal, “The Gene As A Drug,” Nature Med.
1:15-17, 1995; Gao and Huang, “A Novel Cationic Liposome Reagent For Efficient
Transfection Of Mammalian Cells,” Biochem. Biopkys. Res. Comm. 179:280-85, 1991;

3) Retrovirus-mediated DNA transfer. See, e.g., Kay et al., “In Vivo Gene Therapy
Of Hemophilia B: Sustained Partial Correction In Factor IX-Deficient Dogs,” Science
262:117-19, 1993; Anderson, “Human Gene Therapy,” Science 256:808-13, 1992.

4) DNA Virus-mediated DNA transfer. Such DNA viruses include adenoviruses
(preferably Ad-2 or Ad-5 based vectors), herpes viruses (preferably herpes simplex virus
based vectors), and parvoviruses (preferably "defective" or non-autonomous parvovirus
based vectors, more preferably adeno-associated virus based vectors, most preferably
AAV-2 based vectors). See, e.g., Ali et al, “The Use Of DNA Viruses As Vectors For
Gene Therapy,” Gene Therapy 1:367-84, 1994; United States Patent 4,797,368, and United
States Patent 5,139,941,

Gene therapy vector systems

[78] The choice of a particular vector system for transferring a gene of interest will
depend on a variety of factors. Omne important factor is the nature of the target cell
population. Although retroviral vectors have been extemsively studied and used in a
number of gene therapy applications, these vectors are generally unsuited for infecting
non-dividing cells. In addition, retroviruses have the potential for oncogenicity.
However, recent developments in the field of lentiviral vectors may circumvent some of
these limitations. See Naldini ef al., Science 272:263-7, 1996.
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[79] The skilled artisan will appreciate that any suitable gene-therapy vector encoding
polypeptides of the invention can be used in accordance with this embodiment. The
techniques for constructing such vectors are known. See, e.g., Anderson, Nature 392 25-
30, 1998; Verma and Somis, Nature 389 239-242, 1998. Introduction of the vector to the
target site may be accomplished using known techniques.

[80] Suitable gene therapy vectors include one or more promoters. Suitable promoters
which may be used include, but are not limited to, viral promoters (e.g., retroviral LTR,
SV40 promoter, adenovirus major late promoter, respiratory syncytial virus promoter, B19
parvovirus promoter, and human cytomegalovirus (CMV) promoter described in Miller et
al., Biotechniques 7(9): 980-990, 1989), cellular promoters (e.g., histone, pol III, and B-
actin promoters), and inducible promoters (e.g., MMT promoter, metallothionein
promoter, and heat shock promoter). The selection of a suitable promoter will be apparent
to those skilled in the art from the teachings contained herein.

Retroviruses

[81] Retroviruses from which the retroviral plasmid vectors hereinabove mentioned
may be derived include, but are not limited to, Moloney Murine Leukemia Virus, spleen
necrosis virus, retroviruses such as Rous Sarcoma Virus, Harvey Sarcoma Virus, avian
leukosis virus, gibbon ape leukemia virus, buman immunodeficiency virus,
Myeloproliferative Sarcoma Virus, and mammary tumor virus. In one embodiment, the
retroviral plasmid vector is derived from Moloney Murine Leukemia Virus.

[82] The retroviral plasmid vector is used to transduce packaging cell lines to form
producer cell lines. Examples of packaging cells which maybe transfected include, but are
not limited to, the PE501, PA317, y-2, y-AM, PA12, T19-14X, VT-19-17-H2, yCRE,
WCRIP, GP+E-86,GP+envAm12, and DAN cell lines as described in Miller, Human Gene
Therapy, 1: 5-14, 1990. The vector may transduce the packaging cells through any means
known in the art. Such means include, but are not limited to, electroporation, the use of
liposomes, and CaPQOy precipitetion. In one alternative, the retroviral plasmid vector may
be encapsulated into a liposome, or coupled to a lipid, and then administered to a host.
The producer cell line generates infectious retroviral vector particles that include the
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nucleic acid sequence(s) encoding polypeptides of the invention. Such retroviral vector
particles then may be used, to transduce eukaryotic cells, either in vitro or in vivo. The
transduced eukaryotic cells will express the nucleic acid sequence(s) encoding
polypeptides of the invention. Eukaryotic cells that can be transduced include, but are not
limited to, embryonic stem cells, embryonic carcinoma cells, as well as hematopoietic
stem cells, hepatocytes, fibroblasts, myoblasts, keratinocytes, endothelial cells, and
bronchial epithelial cells.

Adenoviruses and adeno-associated viruses

[83] Adenoviruses have the advantage that they have a broad host range, can infect
quiescent or terminally differentiated cells, such as neurons or hepatocytes, and appear
essentially non-oncogenic. See, e.g., Ali ef al., 1994, at page 367. Adenoviruses do not
appear to integrate into the host genome. Because they exist extrachromosomally, the risk
of insertional mutagenesis is greatly reduced. Ali et al, 1994, at page 373.

[84] Adeno-associated viruses exhibit similar advantages as adenoviral-based vectors.
However, AAVs exhibit site-specific integration on buman chromosome 19 (Ali et al,
1994, at page 377).

Transkaryotic therapy

(851 A different approach to gene therapy is “transkaryotic therapy” wherein the
patient’s cells are treated ex vivo to induce the dormant chromosomal genes to produce the
protein of interest after reintroduction to the patient. Transkaryotic therapy assumes the
individual has a normal complement of genes necessary for activation. Transkaryotic
therapy involves introducing a promoter or other exogenous regulatory sequence capeble
of activating the nascent genes, into the chromosomal DNA of the patients’ cells ex vivo,
culturing and selecting for active protein-producing cells, and then reintroducing the
activated cells into the patient with the intent that they then become fully established. The
“gene activated™ cells then manufacture the protein of interest for some significant amount
of time, perhaps for as long as the life of the patient. U.S. Patent Nos. 5,641,670 and
3,733,761 disclose in detail this concept. .
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[86] In order that this invention may be better understood, the following examples are
set forth. These examples are for the purpose of illustration only, and are not to be
construed as limiting the scope of the invention in any manner. All patents, patent
applications, and references cited in this disclosure are incorporated herein by reference in
their entirety.

EXAMPLES

Example 1
Peptide synthesis methodology

[87]1 The following general procedure was followed to synthesize some of polypeptides
of the invention. Peptide synthesis was carried out by the FMOC/t-Butyl strategy (Peptide
Synthesis Protocols (1994), Volume 35 by Michael W. Pennington & Ben M. Dunn) under
continuous flow conditions using Rapp-Polymere PEG-Polystyrene resins (Rapp-
Polymere, Tubingen, Germany), At the completion of synthesis, peptides were cleaved
from the resin and de-protected using TFA/DTT/H;O/Triisopropyl silane (88/5/5/2).
Peptides were precipitated from the cleavage cocktail using cold diethyl ether. The
precipitate was washed three times with the cold ether and then dissolved in 5% acetic
acid prior to lyophilization. Peptide identity was confirmed by reversed-phase
chromatography on & YMC-Pack ODS-AQ column (YMC, Inc., Wilmington, NC) on a
Waters ALLIANCE® system (Waters Corporation, Milford, MA) using water/acetonitrile
with 3% TFA as a gmdient from 0% to 100% acetonitrile, and by MALDI mass
spectrometry on a VOYAGER DE™ MALDI Mass Spectrometer, (model 5-2386-00,
PerSeptive BioSystems, Framingham, MA). Matrix buffer (50/50 dH2O/acetonitrile with
3% TFA) peptide sample was added to Matrix buffer 1/1. Those peptides not meeting the
purity criteria of >95% were purified by reversed-phase chromatography on a Waters
Delta Prep 4000 HPLC system (Waters Corporation, Milford, MA).

Example 2
Peptide cloning

[88] To establish a robust method for expressing polypeptides of the invention and
mutants thereof, nucleotide sequences encoding polypeptides were cloned C-terminal to
GST with a single Factor Xa recognition site separating the monomeric peptide and GST.
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The gene encoding the Factor Xa recognition site fused to the DNA sequence of the
peptide to be produced has been synthesized by hybridizing two overlapping single-
stranded DNA fragments (70-90mers) containing a BamHI or EcoRlI restriction enzyme
site immediately 5° to the DNA sequence of the polynucleotide to be cloned, followed by
DNA synthesis of the opposite strands via the large fragment of DNA polymerase I (Life
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD).

[89] The DNA sequence chosen for each polynucleotide was based on the reverse
translation of the designed amino acid sequence of each peptide. In some cases, the
polynucleotide encoding the peptide is generated by PCR mutagenesis (Picard et al.,
Nucleic Acids Res 22: 2587-91, 1994; Sambrook et al. (1989) MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, New Yoik) of a
polynucleotide already made by the method described above. The double-stranded
product is then digested by BamHI and EcoRI and ligated into pGEX-6P-1 (Amergham
Pharmacia Biotech) which has also been cleaved by BamHI and EcoRI.

[90] For example, wi:ten the DNA sequence the polypeptide identified as SEQ ID NO:7
was cloned into pGEX-6P-1, the following polypeptide sequence was expressed as fusions
with glutathione S-transferase (GST):
IEGRHSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:33), where the
first 4 amino acids, IEGR, is the factor Xa recognition site and the remaining 31 amino
acids is the amino acid sequence identified as SEQ ID NO:7.

[91) The first and last six nucleotides of the nucleic acid sequence emncoding the
polypeptide identified as SEQ ID NO:7 represent the restriction enzyme sites (BamHI and
EcoRI) used for cloning into the pGEX6P-1 plasmid (FIG. 1). The “TAATGA" sequence
immediately preceding the EcoRlI site (“GAATTC"™) encodes two stop codons. The rest of
the DNA sequence encodes the Factor Xa-polypeptide identified as SEQ ID NO:7 fusion

sequence.
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Example 3

Peptide recombinant expression and purification

[92] BL21 (DE3) cells (Stratagene) transformed with a GST-peptide fusion containing
plasmids were grown at 37°C until ODggo reached 0.6 to 1.0 and induced by 1 mM IPTG
(Life Technologies) for 2 hours at 37°C. Two liters of cells were spun at 7,700xg for 15
minutes, and stored at —20°C. The cell pellet was resuspended in 80 ml B-PER bacterial
protein extraction reagent (Cat No. 78248, Pierce) and 1x Complete Protecase Inhibitor
(Roche) until the cell suspension was homogenous. The homogenous mixture was gently
shaken at room temperature for 10 minutes. Lysosome and Dnase I were added to a final
concentration of 200 pg/ml and 10pg/ml to further solubilize proteins and to reduce
viscosity, respectively. The mixture wes incubated for an additional 5 minutes. Cellular
debris was spun down at 27,000 g for 20 minutes. The supernatant was mixed with 2 mL
of pre-washed Glutathione Sepharose 4B resin (Pharmacia) on a shaker overnight at 4 °C,
The resin was spun down at 1,500 g for 15 minutes, packed into empty Poly-Prep
Chromatography Columns (Bio-Rad), washed with 30 mL PBS followed by 10 mL of
Factor Xa buffer (1 mM CaCl;, 100 mM NaCl, and 50 mM Tris-HCI, pH 8.0). The
peptides were cleaved off the column with 60 units of Factor Xa (Pharmacia) in 1 mL of
Factor Xa buffer, overnight at 4 °C. These eluants were then run on a C;3 HPLC
(Beckman System Gold), using a 2 mL loop and flow rate of 1 mL/min with the following
program: 5 minutes of Buffer A (0.1% TFA/H20), 30 minutes of gradient to 100% Buffer
B (0.1% TFA/ACN), 10 minutes of Buffer A, 10 minutes of gradient, and 10 minutes of
Buffer A. Peak fractions (0.5 mL each) were collected and screened by 10-20% Tricine-
SDS gel electrophoresis. The identity of each peptide was confirmed by mass
spectrometry using the mass predicted from the amino acid sequence. Typical yields are
approximately 50 ug free peptides per liter of E. coli culture. Recombinant peptides have
been shown to have the same activities as their synthetic versions.

[93] The following table, Table 2, contains some selected polypeptides made according
to the peptide synthesis protocol discussed above (Example 1), or recombinantly as
described above.
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Table 2
Glucagon HSQGTFTSDYSKYLDISRRAQDFVQWLMNT (SEQ-ID NO:1)
GLP-1(7-36) | HAEGTFTSDVSSYLEGQRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEQ ID NO:2)
GLP-1(7-37) | HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:3)
Gl HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVOWLVKGR-NH2 (9BQ ID NO:4)
G5 HSQGTFTEDYSKYLEGOAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEQ ID NO:5)
G27 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEQ ID NO:6)
G5l HSQGTPTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:7)
GS5 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEQ ID NO:B)
G56 HSQGTFTSDYAAYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEQ ID NO:9)
Gs7 HSQGTFTSDYAKYLDAARAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEQ ID NO:10)
GS8 HSQGTFTSDYAKYLDAKKAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:11)
G59 HEQGTFTSDYARYLDAKKAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:12)
G0 HSQGTFTSDYAKYLDAAKAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:13)
G6l HBQGTFTSDYARYLDAAKAKEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:14)
G71 HSQGTFTSDYAKYLDARRACEFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:15)
G4 ‘| HBQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVCOGRG (SEQ ID NO:16)
G75 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKCRG (SEQ ID NO:17)
G76 HBQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGCS (SEQ ID NO:18)
G771 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRC (SEQ ID NO:19)
G217 HSOGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRC (22kD) (SEQ ID NO:20)
G82 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVRGRG (SEQ ID NO:21)
G83 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRG (SEQ ID NO:22)
G84 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIAWLVKGRG (SEQ ID NO:23)
Gas HBOGTFTSDYARYLDARRAREFIANLVRGRGK (BEQ ID NO:24)
G185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (SEQ ID NO:25)
G2185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (22kD) (SEQ ID NO:26)
G4185 HSOGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (43kD) (SEQ ID NO:27)
G87 HSOGTFTSDYAKYLDARRAK (FA) EFIAWLVKGR-NH2 (SEQ ID NO:28)
G8s HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFTAWLVKGRK({FA) (SEQ ID NO:29)
G5 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIK(FA) WLVRGRG (SEQ ID NO:30)
G182 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRGK (FA) (SEQ ID NO:31)
G183 HSQGTFTSDYARYLDARRAK (FA) EFIKWLVRGRG (SEQ ID NO:32)

(FA): Cys palmitate linked to the lysine residue.
(22kD): 22kD PEG linked to the cysteine residue.
(43 kD): 43 kD PEG linked to the cysteine residue.
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Example 4
Preparation of RINmSF cell membranes

[94] Flasks of RINmSF cells were washed with PBS, scraped in 20 mM Hepes-1 mM
EDTA-250 mM sucrose buffer containing protease inhibitors (HES) and homogenized in a
dounce homogenizer followed by repeated resuspension through a 23 pgauge needle,
Unbroken cells and nuclei were removed by centrifugation at 500xg for 5 minutes. The
pellet was resuspended in HES buffer using a 23 gauge needle and the centrifugation was
repeated. The supernatants from the two spins were combined and centrifuged at
40,000xg for 20 min. The resulting plasma membrane pellet was resuspended in HES
buffer using a 23 gauge needle followed by a 25 gauge needle. Membranes were stored at
-80°C until use.

Example 5
Preparation of plasma membranes from rat liver

[95] Rats were sacrificed and livers removed into ice cold TES buffer (20 mM Tris, pH
7.5, 1 mM EDTA, 255 mM sucrose containing protease inhibitors). The wet weight of the
livers was determined and the tissue minced in 5 volumes of ice cold TES buffer and a
shurry prepared using a polytron. All buffers and spins were kept at 4°C. The slurry was
further homogenized using three strokes of a handheld dounce homogenizer. The
homogenate was passed through several layers of cheesecloth and spun at 25,000 x g for
10 minutes. Pellets were homogenized in 22.1 ml TES buffer using 10 strokes of a
handheld dounce homogenizer. Twenty-seven point nine milliliters of 2.4 M sucrose in
TE was added and mixed well. The homogenate was distributed among several tubes, and
each tube was overlaid with 7 ml of TES buffer. The tubes were spun at 120,000 x g for
60 minutes. The plasma membranes were removed from the interface mat.fon'ned during
the spin, diluted in TES and concentrated using a 15 minute spin at 200,000 x g. The
resulting pellet was again homogenized in 9.8 ml TES buffer, combined with 10.3 ml
2.4M sucrose, overlaid with 7 ml TES, and centrifuged at 180,000 x g for 30 min. The
plasma membranes were removed from the interface, diluted with TES buffer, and
collected by centrifugation at 200,000 x g for 15 min. The final pellet was resuspended in
TES. Plasma membranes were stored at —80°C until ready for use.
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Exampl
Preparation of rat hepatocytes

[96] Hepatocytes were isolated according to a modified procedure of Berry and Friend
(/. Cell. Biol. 43:506, 1969). A fed male Wistar rat was anesthetized with sodium
pentobarbital (55 mg/kg, i.p.). The rat was placed on its back on the tray of the liver
perfusion apparatus (37°C), and its limbs were secured with laboratory tape. The ventrical
surface was cleaned with 70% alcohol, and the abdominal cavity was opened with scissors
to expose the liver, portal vein, hepatic artery and the posterior vena cava. Ligatures were
placed loosely around the three vessels. A cannula was inserted into the portal vein and
was secured with the ligature. The hepatic artery and the posterior vena cave below the
liver were tied off with the ligatures. The perfusion pump was turmed on and the
descending aorta was immediately severed to allow the buffer to escape and to
exsanguinate the rat. The chest cavity was quickly opened to expose the heart. A cannula
was inserted into the superior vena cava through the heart and was secured with a ligature
to the complete the circulation of buffer through the liver. The liver was. perfused with
Krebs-Henseleit buffer containing 5 - 10% sheep RBC and under constant 95% 02/5%
CO; flow in situ at a flow rate of 14 ml/minute. It was perfused in a non-circulating
system for 5 min and then followed by a re-circulating system (with 30mg collagenase) for
another 30 minutes. The liver was then removed, minced with scisgors in a plastic beaker
and filtered through a nylon sieve. The hepatocytes were separated from debris by a series
of buffer washings and centrifugations (690 rpm, room temperature, 90 sec). An aliquot of
cells was diluted with buffer, stained with 0.4% Trypan Blue and counted. The rest of the
cells were diluted with buffer to a density appropriate for each assay.

Example 7
Protocol for rat islet isolation

[97) Sprague Dawley rats (275-320 g) were used as the source of donor islets. Briefly,
the pancreas was filled with 10 m! of cold reconstituted Liberase RI (Boehringer
Manheim), harvested and incubated with additional 5 ml enzyme solution in water bath for
30 minutes. Tissue suspension was washed twice with cold 10% FBS/Hanks buffer

(Gibco), resuspended in 8 ml 25% ficoll (Sigma) and then Iayered with 5 ml each of 23%,
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20% and 11% ficoll. The islets in the 20% layer after centrifugation were removed,
washed twice with cold 10% FBS/Hank buffer and resuspended in 10% FBS/RPMI 1640
media (Sigma).

Example 8
Competitive binding of peptide to the GLP-1 receptor in RINmSF cell plasma membranes

[98] ICsp values for the competitive binding of polypeptides and polypeptide fragments,
variants, and analogs of the invention to the GLP-1 receptor in RINmSF membrancs
typically are at least about 0.01 nM up to about 20 nM (ie,, 0.01,0.1 1,2,3,4, 5,6, 7, §,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, or 20 nM). ICsp values for polypeptide derivatives
of the invention typically are at least 0.01 nM up to about 500 nM (i.e, 0.01, 0.1, 1, 10,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, or 500 nM),

[99] Competitive binding of some polypeptides of the invention to RINmSF cell plasma
membranes was measured as follows. Ninety-six-well GF/C filtration plates (Millipore,
Bedford, MA) were blocked with 0.3% PEI for at least one hour and washed twice with
binding buffer consisting of 20 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7.5, 1 mg/ml BSA, and 1
mg/ml bacitracin. Five micrograms of RINmSF cell plasma membranes diluted in binding
buffer were applied to each well together with 0.05 pCi '®I labeled GLP-1 and peptide
concentrations ranging from 1x10™? to 1x10® M. Following a 60 minute incubation at
room femperature, the plates were washed 3 times with ice-cold PBS containing 1 mg/ml
BSA. The plates were dried, scintillant wes added to each well, and cpm per well
determined using a Wallac Microbeta counter.

[100] The number of '’ counts bound to the membranes st each concentration of
peptide were plotted and analyzed by nonlinear regression using Prizm software to
determine the ICsp. The polypeptides disclosed in Table 2 bound to the GLP-1 receptor
present in the plasma membranes isolated from RINmSF cells with ICsy values of between
14 nM and 248 oM (determined from a minimum of three trials). ICs is the
concentration of a polypeptide at which meximal binding of labeled GLP-1 (7-36) (SEQ
ID NO:2) is reduced by 50%.
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Example 9
Competitive binding of peptide to the glucagon receptor in rat liver plasma membranes

[101] ICso values for the competitive binding of polypeptides and polypeptide frapments,
derivatives, variants, and analogs of the invention to the glucagon receptor in rat liver
membranes typically are at least about 0.1 nM up to about 1000 nM (i.e, 0.1 1, 10, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950,
or 1000 nM).

[102] Competitive binding of some polypeptides of the invention to rat liver plasma
membranes was measured as follows. Ninety-six-well GF/C filtration plates (Millipore,
Bedford, MA) were blocked with (.1% PEI for at least one hour and washed twice with
binding buffer consisting of 20 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7.5, 1 mg/ml BSA, and 1
mg/ml bacitracin. Three micrograms of rat liver plasma membranes diluted in binding
buffer were applied per well together with 0.05 uCi '¥I labeled glucagon and peptide
concentrations ranging from 1x10™2 to 1x10? M. Following a 60 minute incubation at
room temperature, the plates were washed 3 times with ice-cold PBS containing 1 mg/ml
BSA. The plates were dried, scintillant was added to cach well, and cpm per well
determined using a Wallac Microbeta counter.

[103] The number of '*I counts bound to the membranes at each concentration of
peptide were plotted and analyzed by nonlinear regression using Prizm software to
determine the ICsp. The polypeptides disclosed in Table 2 bound to the glucagon receptor
present in the plasma membranes isolated from rat liver with ICs values of between 11.7
nM and 726 nM (determined from & minimum of three trials). ICsq is the concentration of
a polypeptide at which maximal binding of labeled glucagon is reduced by 50%.

Example 10

Measurement of peptide signaling through GLP-1 receptor using cyclic AMP scintillation
proximity assay (SPA)

[104] For polypeptides and polypeptide fragments, variants, and analogs of the invention,
“activation” of the GLP-1 receptor in a cAMP scintillation proximity assay is induction of
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a maximal activity that is at least about 80% up to about 200% (i.e., 85, 50, 95, 100, 105,
110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195,
or 200%) of the maximal activity induced by the native GLP-1(7-36) (SEQ ID NO:2) with
a relative potency of at least 4% up to about 1000% (Le., 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, or 1000%). For polypeptide
derivatives of the invention, “activation” of the GLP-1 receptor in a cAMP scintillation
proximity assay is induction of a maximal activity that is at least about 80% up to about
200% (i.e., 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160,
165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, or 200%) of the maximal activity induced by the native
GLP-1(7-36) (SEQ ID NO:2) with a relative potency of at least 0.5% up to about 1000%
(ie., 0.5, 1, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, or 1000%). “Relative
potency” is the ECsg of native GLP-1(7-36) (SEQ ID NO:2) divided by the ECs; of a
polypeptide of the invention, multiplied by 100. “ECs” is the concentration of a
polypeptide at which 50% of the maximal activity is achieved.

[105] Peptide signaling of GLP-1 receptor for some polypeptides of the invention using
cAMP scintillation proximity assay was measured as follows. RINmSF cells were plated
in 96-well plates (Costar) at 1.5 x10°cells/well and grown at 37°C for 24 hours in RPMI
1640, 5% FBS, antibiotic/antimycotic (Gibco BRL). The media was removed and the
cells were washed twice with PBS. The cells were incubated with peptide concentrations
ranging from 1x10™"2 to 1x10® M in Hepes-PBS containing 1% BSA and 100 pM IBMX
for 15 min at 37°C. For assay of peptides conjugated with fatty acid, the BSA was omitted
from the incubation buffer. The incubation buffer was removed, and the cells were lysed
in the lysis reagent provided with the cAMP Scintillation Proximity Assay (SPA) direct
screening assay system (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, NJ). The amount
of cAMP (in pmol) present in the lysates was determined following instructions provided
with this kit

[106] The amount of cAMP (in pmol) produced at each concentration of peptide was
plotted and analyzed by nonlinear regression using Prizm software to determine the ECso
for each peptide. The average relative potency value for GLP-1 receptor activation for the
polypeptides disclosed in Table 2 was between 0.6% and 76.1%. The maximum activity
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induced ranged from 83% to 132% of the native peptide GLP-1(7-36) (SEQ ID NO:2)
(determined from a minimum of three trials). See Table 4.

Example 11

Measurement of peptide signaling through glucagon receptor using cyclic AMP
scintillation proximity assay (SPA)

[107] For polypeptides and polypeptide fragments, variants, and analogs of the invention,
“activation” of the glucagon receptor in a cAMP scintillation proximity assay is induction
of a maximal activity that is at least about 0% up to about 75% (ie, 0, 10 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, or 75%) of the maximal activity induced by the native glucagon
(SEQ ID NO:1) with a relative potency from at least about 0.001 to about 5% (i.e., 0.001,
0.01, 0.1, 1, 2, 3, 4, or 5%). For polypeptide derivatives of the invention, “activation” of
the glucagon receptor in a cAMP scintillation proximity assay is induction of a maximal
activity that is at least about 0% to sbout 40% (ie, 0, 1, 10, 20, 30, or 40%) of the
maximal activity induced by the native glucagon (SEQ ID NO:1) with a relative potency
of at least about 0.001 to about 1% (Le., 0.001, 0.01, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,
0.9, or 1%). “Relative potency” is the ECsg of native glucagon (SEQ ID NO:1) divided by
the ECsp of a polypeptide of the invention, multiplied by 100. “ECsy” is the concentration
of a polypeptide at which 50% of the maximal activity is achieved. '

[108] Peptide signaling of glucagon receptor for some polypeptides of the invention
using cAMP scintillation proximity assey was meagured as follows. Freshly isolated rat
hepatocytes were plated in 96 well plates at 7.5x10* or 2x10° cells/well in Hepes-
bicarbonate-PBS containing 1% BSA and 100 pM IBMX. Following equilibration at
37°C in a 5% C0»/95% O environment for 10 min, peptide at concentrations ranging
from 1x10™'2 to 1x10"* M was added for an additional 15 min. The plates were centrifuged
briefly, the incubation buffer was removed, and the cells were lysed in lysis reagent
provided with the cAMP Scintillation Proximity Assay (SPA) direct screening assay
system (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, NJ).

[109] The amount of cAMP (in pmol) present in the lysate was determined following

instructions provided with this kit The amount of cAMP (in pmol) produced at each
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concentration of peptide was plotted and analyzed by nonlinear regression using Prizm
software to determine the ECsp for each peptide. The average relative potency value (ratio
of the glucagon concentration to polypeptide concentration at 50% response (ECso) x 100,
determined from a minimum of three trials) for glucagon receptor activation for
polypeptides of the invention was <5%. The maximum activity induced ranged from
28.3% to 71.3% of the native peptide glucagon (determined from a minimum of three
trials).

[110] The ability of the hybrid peptide to inhibit glucagon activity was meagured as
follows: Following equilibration at 37°C in a 5% CO»/95% O; environment for 10 min, 10
UM peptide was added to the cells followed immediately by a submaximal concentration
of glucagon for 15 min. The cells were lysed and cAMP determined as described above.

[111] After subtracting the amount of cAMP produced in the unstimulated hepatocytes
from each data point, the percent inhibition was calculated as follows: Percent inhibition
is the amount of cAMP produced in the presence of submaximal glucagon alone less the
amount of cAMP produced in the presence of submaximal glucagon and 10 uM peptide,
divided by the amount of cAMP produced in the presence of submaximal glucagon alone
and multiplied by 100. The average percent inhibition of glucagon activity by the
polypeptides disclosed in Table 2 was between 11.3% and 59% (determined from a
minimum of three trials). See Table 4. '

Example 12
Measurement of glucose release from rat hepatocytes

[112] Inhibition of glucagon-mediated glucose production as measured by glucose
release from rat hepatocytes is typically at least about 20% inhibition to about 100%
inhibition (i.e., 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, or 100%).

{113] Inhibition of glucagon mediated glucose production by some polypeptides of the
invention was measured as follows. Rat hepatocytes were added into a flat bottom 96 well
plate (2x10°/100 pl/well) and pre-incubated in a 37°C incubator with constant ghaking and
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under 95% 02/5% CO; flow for 10 minutes. Hepatocytes were incubated for another 30
minutes after addition of glucagon with or without peptide. Cells were then lysed with
15% perchloric acid and plates were spun at 2600 rpm, 4°C for 15 min. The supernatant
was neutralized with 1M Tris-HC1 (pH 8.0): 2.5 N KOH (45:55) and spun again. The
resulting supernatant was analyzed for glucose with hexokinase and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (Methods of Enzymatic Analysis, H.U. Bermeyer, Ed., Academic Press)
and the Aj4q read on a fMAX plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

[114] Glucom:-. output was calculated after subtracting the amount of glucose produced in
the unstimulated hepatocytes from each data point and the percent inhibition was
calculated. Percent inhibition is the amount of glucose produced in the presence of | nM
glucagon alone less the amount of glucose produced in the presence of 1 nM glucagon and
100 nM peptide, divided by the amount of glucose produced in the presence of 1nM
glucagon alone and multiplied by 100. The polypeptide having the amino acid sequence
shown in SEQ ID NO:6 inhibited plucagon mediated glucose production by 47% as
determined from 3 trials. See Table 2.

Example 13
Measurement of insulin secretion by perfused rat islets

[115] Increase of insulin secretion by perfused mat islets in this assay is an increase of at
least 1.5-fold. The GLP-1 receptor agonist component of polypeptides of the invention
increases insulin secretion from perfused islets by at least 1.5-fold to about 10-fold (i.e.,
1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, or 10-fold).

[116] Insulin secretion of perfused rat islets mediated by some peptides of the invention
was measured as follows. The bi-phagic respanses of insulin release stimulated by these
polypeptides were tested by islet perfusion. Fifty islets were loaded in the perifusion
chamber and perifused with HEPES-KRB conteining 3 mM glucose at 37°C. After 60
min, islets were exposed to buffer containing 8 mM glucose with or without peptide (50
nM) and perifused for another 30 min. Fractions of perifusate were collected at 1 or 5
minute intervals for insulin determination. Insulin was measured using an ELISA kit
(Alpco Diagnostics, Windham, NH). At a concentration of 50 nM, the polypeptide having

K
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the amino acid sequence shown in SEQ ID NO:6 increased insulin secretion from perfused
islets approximately 2-fold, which is equivalent to that achieved by 50 nM GLP-1.

Example 14

Insulin secretion from dispersed rat islet cells

[117] Increase of insulin secretion from dispersed rat islet cells, in this assay, is an
increase of at least 1.5-fold. The GLP-1 receptor agonist component of such polypeptides
of the invention increases insulin secretion from dispersed islet cells by at least 1.5-fold to
about 10-fold (ie., 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, or 10-fold).

[118] Insulin secretion of dispersed rat islets mediated by a number of peptides of the
invention was measured as follows. Islets of Langerhans were isolated from SD rats (200-
250g) through a digestion procedure using collagenase. Dispersed islet cells were
prepared through treatment with trypsio, seeded into 96 V-bottom plates and pelleted.
Cells were cultured overnight in media. Media was aspimted and the cells were pre-
incubated with Krebs-Ringer-HEPES buffer containing 3mM glucose for 30 minutes at
37°C. Pre-incubation buffer was removed and cells were stimulated with Krebs-Ringer-
HEPES buffer containing the appropriate glucose concentration (e.g., 8 mM), with and
without peptides for an appropriate time at 37°C. In some swdies, an appropriate
concentration of GLP-1 also is included. A portion of supernatant was removed and its
insulin content was measured by SPA. The results are expressed as fold over control
(FOC). At a concentration of 50 nM, the polypeptide having an amino acid sequence
shown in SEQ ID NO:27 increased insulin sccretion from dispersed islet cells
approximately 3-fold. See Table 2.

Example 15
Measuring glucagon-stimulated glucose production in fed Wistar rats

[119] Inhibition of glucagon-stimulated glucose production in this assay is an inhibition
of at least 20%. The glucagon receptor antagonist component of polypeptides of the
invention inhibits glucagon-mexiated elevation in blood glucosé as measured by glucagon

5,
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stimulated glucose production in fed Wistar rats is at least 20% inhibition to about 100%
inhibition (!.e., 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, or 100%).

[120] Glucagon stimulated glucose production in fed Wistar rats by some polypeptides of
the invention was measured as follows. Male Wistar rats were briefly anesthetized with
isoflurane gas, tail bled for blood glucose using a Glucometer, and then given an mjection
into the tail vein of either vehicle (0.9% saline + 1% human albumin), 0.29nmolkg
glucagon, Inmol/kg polypeptides of the imvention or glucagon + polypeptides of the
invention. The anesthesia was withdrawn and the conscious rats were tail-bled again after
10, 20 and 30 min.

[121] Glucose imhibition was determined by analyzing the area under the glucose curve
after subtracting the basal glucose level (JAUC). Percent inhibition is defined as the
amount of glucose produced by 0.3 nmol’kg glucagon alone less the amount of glucose
produced by 0.3 nmol/kg glucagon in the presence of 1 nmol/kg hybrid peptide, divided
by the amount of glucose produced by 0.3 nmol/kg glucagon alone and multiplied by 100.

[122] Glucagon alone elevated blood glucose levels whereas polypeptides of the
invention alone had no effect on blood glucose levels. The polypeptide having the amino
acid sequence shown in SEQ ID NO:6 inhibited glucagon-mediated elevation in blood
glucose by 63%. See Table 2.

Example 16

Measuring glucagon-stimulated glucose production in fed Balb/C mice

[123] Inhibition of glucose production in this assay is an inhibition of at least about 20%.
Preferably, the glucagon receptor antagonist component of polypeptides of the invention
inhibits glucagon-mediated elevation in blood glucose in mice as measured by glucagon-
stimulated glucose production in fed Balb/C mice by about 20% to about 100%, (i.e., 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, or 100%).

[124]) Glucagon stimulated glucose production in fed Balb/C mice by some polypeptides
of the invention was measured as follows. Fed male Balb/C mice were given vehicle
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(0.9% saline + 1% human albumin) or 100ug/kg derivatized polypeptide by subcutaneous
injection 17 hours prior to the glucagon challenge. The next day the mice were fasted for
2 hours before receiving an intravenous injection of 10pg/kg glucagon or vehicle in the tail
vein. The mice were tail bled for glucose using a Glucometer just prior to the glucagon
injection and again 15 minutes afterward.

[125] The change in glucose over the 15 minutes was calculated for each mouse. Then
the average change in glucose in the vehicle-treated group was subtracted from the change
in glucose for each mouse in the treated groups to obtain the change in glicose due to
glucagon. Percent inhibition is defined as the amount of glucose produced by 10ug/kg
glucagon alone less the amount of glucose produced by 10ug/kg glucagon in the presence
of 100ug/kg hybrid peptide, divided by the amount of glucose produced by 100uglkg
glucagon alone and multiplied by 100. See Table 3

7

Q0



MSB-7288
Table 3
Glucase (mg/dl)
Group Omin | 15min | Delta | -Vehicle %of I0pgkg | %
(15-0) | delta Glucagon Inhibition
Vehicle 92 108 16
10pg/kg glucagon 95 195 100 84 100
10ug/kg glucagon+ | 75 150 75 5 6 3
100ug polypeptide
(SEQ ID NO:27)
Example 17

Measuring increases in plasma insulin levels during in vivo glucose tolerance testing
(IVGTTI) in fasted Wistar rats

[126] An increase in plasma insulin levels in this assay is an increase of at least about 2-
fold. Preferably, the GLP-1 receptor agonist component of polypeptides of the invention

increases insulin secretion in rats as measured by an increase in plasma insulin levels
during in vivo glucose tolerance testing in fasted Wistar rats by about 2-fold to about 5-
fold, more preferably by about 2-fold to about 10-fold, and still more preferably by about
2-fold to about 20-fold (ie, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, or
20-fold).

[127] Plasma insulin levels during in vivo glucose tolerance testing in fasted Wistar rats
by some polypeptides of the invention were measured as follows. Male Wistar rats were
fasted overnight and then anesthetized with isoflurane gas. The rats were given a tail vein
injection of 0.4g/kg of glucose plus either vehicle (0.9% saline + 1% albumin) or
1nmol/kg GLP-1 (positive control) or Inmolkg of polypeptides of the invention. The rats
were eye-bled one minute later and the plasma assayed for insulin using an ELISA Kit
(Alpco Diagnostics (Windham, NH)). At a concentration of 1 nmol’kg, the polypeptide
having the amino acid sequence shown in SEQ ID NO:6 promoted insulin secretion 3-4
fold, which is equivalent to that achieved by 1 nmol’kg GLP-1. See Table 2.
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Example 18

- Effect of peptides of the invention on intraperitoneal glucose tolerance testing (TPGTT) in
rats or mice

J128] A decrease in blood glucose levels as measured by this assay is a decrease of at
least about 10%. Preferably, the GLP-1 receptor agonist component of polypeptides of the
invention decreases blood glucose levels in rats or mice as measured by intraperitoneal
glucose tolerance festing in rats or mice by about 10% to about 60%, more preferably by
about 10% to about 80%, still more preferably by about 10% to about 100% (i.e, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, or 100%).

[129] Blood glucose levels during intraperitoneal glucose tolerance testing in rats or mice
by some polypeptides of the invention were measured as follows. The in vivo activity of
the polypeptides of the invention when administered subcutaneously was examined in rats
or mice. Rats or mice fasted overnight were given a subcutaneous injection of control or
peptide (100 pg/kg). Basal blood glucose was measured prior to administration of peptides
or three or 17 hours after administration of derivatized peptides, and the rats or mice were
given 2g/kg of glucose intraperitoneally. Blood glucose was measured again after 15, 30
and 60 minutes in rats or 30 and 60 minutes in mice.

[130] Peptides of the invention significantly reduced blood glucose levels relative to the
vehicle following the IPGTT, with 13%-54% reduction in the glucose AUC. This
demonstrates that peptides have prolonged glucose lowering activity and a prolonged half-
life in vivo. GLP-1 has s very short half-life i vivo (< 10 min.). The ability of the
peptides of the invention to lower blood glucose 3 hours following peptide administration
is a clear indication that the peptide is present in the circulation at this time point and
hence has prolonged half-life relative to GLP-1.

Example 19
Peptide PEGylation

[131] PEGylation can be performed by any method known to those skilled in the art.
However, in this instance, PEGylation was performed by introducing a unique cysteine
mutation into the peptide followed by PEGylating the cysteine via a stable thioether
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linkage between the sulfhydryl of the peptide and maleimide group of the methoxy-PEG-
maleimide reagent (Inhale/Shearwater). It is preferable to introduce the unique cysteine at
the C-terminus of the peptide to minimize potential reduction of activity by PEGylation.

[132] Specifically, a 2-fold molar excess of mPEG-mal (MW 22kD and 43kD) reagent
was added to 1 mg of peptide (e.g., SEQ ID NO:25 having a cysteine mutation at the C-
terminus of the peptide) and dissolved in reaction buffer at pH 6 (0.1M Na phosphate/
0.1M NaCl/ 0.1M EDTA). After 0.5 hour at room temperature, the reaction was stopped
with 2-fold molar excess of DTT or free cysteine to mPEG-mal. The peptide-PEG-mal
reaction mixture was applied to a cation exchange column to remove residual PEG
reagents followed by gel filtration column to remove residual free peptide. The purity,
mass, and number of PEGylated sites were determined by SDS-PAGE and MALDI-TOF
mass spectrometry. PEGylation with a smaller PEG (e.g., a linear 22 kD PEG) will less
" likely reduce activity of the peptide, whereas a larger PEG (e.g., a branched 43kD PEG)
will more likely reduce activity. However, the larger PEG will increase plasma half life
further so that once a week injection may be possible (Harris, ef al, PEGylation: A Novel
Process for Modifying Pharmacokinetics, Clin. Pharmacokinet 40:539-551, 2001).

Example 20

Relative potency of GLP-1 receptor agonist and glucagon receptor antagonist
polypeptides

[133] GLP-1 binding (ICsp values) for polypeptides listed in Table 4 was determined as
described in Example 8. Reletive potency values and percent GLP-1 activity were
calculated as described in Example 10. Rats or mice were dosed with 100 pg/kg peptide
and 3 hours post-dosing the decrease in glucose levels were determined by intraperitoneal
glucose tolerance testing (IPGTT) as described in Example 18. See Table 4.

[134] Liver membrane binding (ICso values) for polypeptides listed in Table 4 were
determined as described in Example 9. Percent inhibition of glucagon stimulated cAMP
increase was determined as described in Example 11. Rats or mice were dosed witk 100
ug/kg peptide and 17 hours post-dosing glucose levels were determined by the methods of
Examples 15 and 16 and reported in Table 4. Polypeptides of the invention function as
GLP-1 receptor agonists and glucagon receptor antagoniats in vivo.
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Table 4
GLF1 Glucagon
In vivo
In vive Liver % Inhib | % Decrease
Decrease ICS0 glucagon glucagon
peptide RIN Relative IpGTT (nM) | stimulated | stimulated
1C50 Potency | % GLPI AUC cAMP blood
(nM) (6) max o) increase | plucose®
Glucagon 1.8
GLP-1 04 100 100
Gl 6 6.9 112.1 6.6
] 0.5 69.9 109.4 243.1
G27 22 13.4 98.1 69.3 31
G5l 82 58.1 91.2 154.1 352
G55 58 18.6 1159 1392 321
G56 6.6 372 114.8 1253 286
G57 4.7 18.3 1324 177.5 184
as8 69 76.1 99.0 163.5 326
G59 2.1 22.7 101.7 97.5 41.1
G60 13.8 223 95.7 682 218
G61 10.6 12.1 96.0 232 452
GT71 58 43 93.3 25.6 11.3
G74 44 84 88.7 217 23.7
G75 7.7 6.6 86.1 54.0 17.1
G76 10.2 1.7 85 59.1 23.0
G717 89 9.5 92.1 61.1 18.6
G277 ND 18 93.7 46 65.5
G82 8.1 299 97.1 336 30.2
G83 32 299 89.4 28.6 24.7
G84 14 61.8 1139 1.7 252
G85 1.5 64.5 95.8 16.1 279
G185 4.5 13.0 1039 48 32
G2185 56.1 62 112.7 44 347
G4185 248 0.7 98.3 36 547 31
G87 98.6 6.1 1004 13 620 59
Gag 109.0 23 1183 16 350
G50 254 08 835 13 726
G182 12.6 14 104.4 14 220
G183 158.7 06 90.5 27 663

a=ipGTT in mice 3 hours post dosing with 100 pg/kg peptide
b= glucagon challenge in mice 17 hours post dosing with 100 pg/kg peptide

ND= not determined
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We claim:
1. A polypeptide selected from the group consisting of SEQ ID NOs:6 through 32, and
functionally equivalent fragments, derivatives and variants thereof.

2. A polynucleotide encoding a polypeptide sequence of claim 1, or & degenerate variant
thereof.

3. A vector comprising a polynucleotide of claim 2.

4. A host cell compriging a vector of claim 3.

5. A method for producing a polypeptide comprising:

a) culturing the host cell of claim 4 under conditions suitable for the expression of
said polypeptide; and

b) recovering the polypeptide from the host cell culture.

6. A pharmaceutical composition comprising a polypeptide ;:f claim 1 in combination
with a pharmaceutically acceptable carrier.

7. A gene therapy composition comprising a polynucleotide of claim 2 in combination
with a therapeutically effective gene therapy vector.

8. The polypeptide of claim 1 wherein said polypeptide is represented by SEQ ID NO:25.

9. The polypeptide of claim 1 wherein said polypeptide is represented by SEQ ID
NO:26 .

10.  The polypeptide of claim 1 wherein said polypeptide is represented by SEQ ID
NO: 27,

11. A purified antibody which binds specifically to the polypeptide of claim 1.



MSB-7288

12. A method of treating a metabolic disorder in a mammal comprising administering
to the mammal a therapeutically effective amount of a peptide that is a GLP-1 receptor
agonist and a glucagon antagonist.

13.  The method of claim 12, wherein the peptide is selected from the group consisting

of SEQ ID NOs:6 through 32, and functionally equivalent fragments, derivatives and
variants thereof.

14.  The method of claim 13, wherein the peptide is selected from the group consisting
of SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO:26, and SEQ ID NO:27.

15. The method of claim 12 wherein said metabolic disorder is type 2 diabetes.

16.  The method of claim 12 wherein said therapeutically effective amount ranges from
ebout 0.lug/kg to about 1mg/kg.

17.  The method of claim 12 wherein said metabolic disorder is the pre-diabetic state of
impaired glucose tolerance. |
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PEPTIDES ACTING AS BOTH GLP-1 RECEPTOR AGONISTS AND GLUCAGON
RECEPTOR ANTAGONISTS AND THEIR PHARMACOLOGICAL METHODS OF
USE

Abstract of the Invention

The invention provides polypeptides that act both as an agonist of the GLP-1
receptor and an antagonist of the glucagon receptor. Such polypeptides are useful for
treating individuals with type 2 diabetes or other metabolic disorders.
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SEQUENCE LISTING
<110> Pan, Clark

<120> Peptides acting as both GLP-1 receptor agonists and glucagon
receptor antagonists and their pharmacological methods of use

<130> 2973.00085
<160> 34
<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Hie Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ber
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Met Asn Thr
20 25

<210> 2

<211l> 30

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD _RES
<222> (30)..(30)
«223> AMIDATION

<400> 2

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
. 5 10 i5

Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 3o

<210> 3

<211> 31

<3212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15
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Gln Ala Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp leu Val Lys Gly Arg Gly
20 a5 a0

<210> 4

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
«223> Artificial sequence

<220>

«121> MOD_RES
<122> (30)..(30)
<223> AMIDATION

<400> 4

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gln Asp Phe Val Gln Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

«210» 5

«211l> 30

<212>» PRT

<113> Artificial Seguence

<220>
<223> Artificial sequence

<220>

«<221> MOD_RES
<222> (30)..{30)
<223> AMIDATION

<4D0D> 5

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gln Ala Ala Lye Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 6

<211> 30

<212> PRT

<3213> Artificlal Sequence

<120>
«223> Artificial sequence
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<220>

«<221> MOD_RES
<222> (30)..({30)
<223> AMIDATION

<400> 6

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ber Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 7

<21l> 31

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Artificial seguence

<400> 7

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu-Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Txp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 8

<211l> 30

<212»> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
«223>» Artificial sequence

<220>

<221> MOD_RES

<222> (30)..(30)

<223> AMIDATION

<400> B

His Ber Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 1] 30

<210> 9
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<2l1l> 30
<212> PRT
«213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

<220>

<221> MOD_RES
<223> (30)..(30)
<223> AMIDATION

<400> 9

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Ala Tyr Leu Asp Ala
i 5 10 15

Arg Arg Ala Lye Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 as 30

<210> 10

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<320>
<223> Artificial sequence

<220>

<221> MOD REB
<222> (30)..{30)
<223> AMIDATION

<400> 10
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala

1 5 10 15

Ala Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 a0

<«210> 11

<211l> 31

<212> PRT

«313> Artificial Sequence

<220>
«223> Artificial sequence

<400> 11

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lya Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15
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Lys Lys Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 12

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Bequence

<220> .
«<223> Artificial sequence

<400> 12

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Lys Lys Ala Lfn Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 ao

<210> 13

<31ll> 31

<212> PRT

<213> Artificial Bequence

<220>
<223> Artificial sequence

«<400> 13

His Ber Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 S 10 15

Ala Lys Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 as 30

<210> 14

<211> 31

<212> PRT

<213> Artifiecial Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

<400> 14
His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr lLeu Asp Ala
1 5 10 15

Ala Lys Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 15
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<211> 31
<212>» PRT
«213>» Artificial Sequence

<220>
«223> Artificial sequence

<400> 15

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Cys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 a5 30

<210> 16

<211> 131

<212> PRT

«213> Artificial Seguence

«220>
«<223> Artificial sequence

<400> 16

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Fha Xle Ala Trp Leu Val Cys Gly Arg Gly
20 a5 30

<210> 17

<211> 31

<212> PRT

<2131> Artificial Bequance

«220>
<223> Artificial sequence

<400> 17

His Ber Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
i 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Cys Arg Gly
20 a5 30

<210> 18

<211> 31

<213> PRT

«<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial seguence

N



<400> 18

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Cys Gly
20 25 a0

«<210>» 19

<211l> 31

<212 PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

<400> 19

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lya Gly Arg Cys
20 25 30

<210> 20

<211> 31

«212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial Bequence

<220>

<221> MISC FEATURE
«222> (31)..{31)
«223> PEGylation

<400> 20

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Cys
20 25 3¢

<210> 121

<211> 31

<212 PRT

«213> Artificial Sequence

<220>
<323> Artificial sequence

MSB-7288
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<400> 21

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 22

<211l>» 131

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

<400> 22

His Ser Gln @ly Thr Phe Thr 8Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly
20 as 30

<210> 23

<211l> 311

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<2323> Artificial sequence

<400> 23

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
a0 a5 a0

<210> 24

<211> 32

<212> PRT

«213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

<400> 24

His Ber Gln Gly Thr Phe Thr Ber Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15



Axrg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly Lys
20 25 30

<210> 25

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

<400> 25

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
29 a5 a0

210> 26

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<230>
<223>» Artificial Sequence

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)
«123> PEGylation

<400> 26

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Lys Trp lLeu Val Arg Gly Arg Cys
20 as 3o

210> 27

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<230>
<223> Artifical Sequence

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)
<223> PEGylation

MSB-7288
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<400> 237

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Her Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
20 25 ao

«210> 28

<211> 30

<212> PRT

«213> Artificial Sequence

<220>
«<223> Artificial- sequence

<220>

<221> MOD RES
«222> (30)..(30)
«223> AMIDATION

220>

<221> LIPID
<222> (20)..(20}
<€223> PALMITATE

<400> 28

His Ser Glrn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 a5 30

<210> 29

<21l> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

220>
<223> Artificial sequence

<220>

<221> LIPID
<122> (31)..(31)
<2243> PALMITATE

<400> 29

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala lLys Tyr Leu Asp Ala
h | 5 10 15

6
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Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Lys
20 25 a0

«210> 30

<211> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

<220>

<221> LIPID
222> (24)..{24)
«<323> PALMITATE

<400> 30

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly
20 as 30

<210> 31

<212> 32

<212» PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
«223> Artificial sequence

<220>
<221> LIPID

<222> (32)..(32)
<223> PALMITATE

<400> 31

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe Ile Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly Lys
20 25 30

<210> 32

<211l> 31

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Artificial sequence

K
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<220>

<221» LIPID
<222> (24)..(24)
<223> PALMITATE

<400>» 32

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Lys Trp Leu Val Arg Gly Ary Gly
20 25 30

<210> 33

<211> 35

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
«223> Artificial Sequence

<400> 33

Ile Glu Gly Arg His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ber Asp Tyr Ala Lys
1 5 10 15

Tyr Leu Asp Ala Arg Arg Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys
20 as ao

Gly Arg Gly
as

<210> 34

<21ll> 31

<212> PRT

«213> Artificial Seguence

<220>
<223» Artificial Sequence

<220>

<321» MISC_FEATURE

«222> (11)..(12)

«223> X111 = R, G, 8, A, K, or T
Xl2 = K, N, R, A, B, H, or @

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222> {(16)..(18)

<223> X16 = A, F, 8, W, T, H, K, R, V, I, L, M, N, Q, G, or ¥
Xl17 « R, A, L, M, V, Q, K, F, I, ¥, N, D, E, H, 8§, T. G, or ¥
Xl = K, R, F, I, L, ¥, V, M, A, G, oxr H
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<400> 34
His 8er Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Xaa Xaa Tyr Leu Asp Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Ala Lys Glu Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 .30
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combined whi ane or e mher meh documenos, such conblaation
“0°  decooemt refrring 1 an aral disclonae, v, echibiion or ster mewa being sbviens t 3 paraos skllled In te an
“P"  docomenu poblished prior te the interaasionsl Siling dae but ey das the k" documen xxsober of the sioy paienl Gty
prioriry due clalmed N\ -
Date of the artusl compietion of the intemational scarch e of nailing of [ search repont /
19 March 2003 (19.03.2003) / 0 1 M ]
Namao and mailing address of the ISA/US \ Author] fs W
Comsmissioner of Purn) xod Tradermarks
Box PCT
Washugion, D.C. 20031
Facyimile No. (703) 305-3230 Tel No. (703) 308-0196
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

BOX II. OBSERVATIONS WHERE UNITY OF INVENTION IS LACKING
This spplication conains the following invenrions or groups of inventions which are not so linked as to form a single general inventive
concept under PCT Rule 13.1. In order for all inventions 1o be examined, the appropriate additional examination fees must be pald.

Group I, claim(s) 1, 5, 6. 8. 9, 10, £2-17, drawn 1o a polypeptide, a composition camprising a polypeptida and a method of using the
polypeptide.

Group II, claim(s) 24, 7, drwn to a polynucleotide, a composition comprising & polymucieotide, nucleic acid constructs, and a method
of making a polypeptide by recombinant means.

Group IIL, claim{s) 11, drawn 10 an andbody.

The inventions listed as Groups I-I1T do not relate to » single general invemive concept under PCT Rule 13.1 because, under PCT Rule
13.2, they Ixck the same or corresponding speciat sechnleal features for the following reasons: These inventions are grycturally unrelisted
¢hemical cormpouncs and have different functions and uses. The polypeptides may be used in an assay or may be adminisered to treat
infection while the mcleic acid construct may be used to encode a peptids and the antibody may be used 10 bind to 2 proteln.

This applicstion conming claims dErecied 10 more than one species of the generic lovention. These specics are deemed to Jack unity of
invenlion because they are not 50 linkod as 1o form a single general Inventive concept under PCT Rule 13.1.

In onder for more than one species to be examined, the sppropriate additional examinarion fecs must be paid. The species are as follows:
SEQ 1D NOS: 6-32.

The species listed sbove do not relate o a single general inventive concept under PCT Rule 13.1 because, under PCT Rule 13.2, the
species lack the ;ame or correspanding special technical features for the following reasons: The clsims encompass more than one distinet
amino acid sequences with different corresponding primary structures. The proweins are structurally differesit.  As the applicant paid for
only one invention, only the first listed sequence, SEQ [D NO: 6§ has been searched.

Continuntion of B, FIELDS SEARCHED ltem 3:
Dialog (Scisearch, Embase, Medlineg), West (US paterus, US published applications, EP, JP), glucagon-like, GLP, GLP-1, disbetes,
impaired plucose (leranee

Form BCT/ISA/210 (sccond sheet) (July 1998)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Article 36 and Rule 70)
Applicom’s or ngent's file reforence See Notifi of T ictal of icoml
MSB-7288-PCT FOR FU ACTION Prelmry Examination Repart (Farm PCT/IPEA/416)
Inlermetional application No, Tnicroational filing date Eay/inonh/pear) Priorily date fdayimonth/year)
FCTIUSM!&M 04 Octobor 2002 (04.10. 2002) 05 October 2001 (05.10.2001)

[ Iniermational Patent Ciassification (IPC) or nationat clossificatiom and 1PC

PC(7): CO7K 16/00; AOIN 37/18; C12P 21/06; C12N 15/00; C12Q 1/68 mnd US Cl.: S30/324, 387.9; 51472 MGDI 320.1, 6
Appham

BAYER CORPORATION N — —

1. This intermational preliminary examinstion raport has been prepared by this International Prediminary
Bxamining Autharity and is transonitted to the spplicant aconrding to Article 36.

2. Thiz REPORT muiluofatuﬂof#dm. inching this cover shest.

[] This report is atso accompaniad by ANNEXES, L.s,, sheets of ths description, claims and/ar drawings
which have been amanded and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made
hﬁmhAﬂhﬂy@sRﬂeW!ﬁmﬁSﬂn&?ofﬂnmmmwm

Thuemommtoflmuluf dm:h

3. This report containg indications relating to the fallowing items:

r Basis of the report

i [ Prierity

1 Non-establishment of report with regand to novelty, inventive sep and industrial applicability
v |:| Lack of unity of invention

v Rmdmmmﬂ:rAmde!Sﬂ)Mmﬂthy.mmﬂwmanﬂmﬂ
applicahility; citations and explamations supporting such statement

Vi D Centain documents cited
vl [ ] Cortain defec in the intamational application
VI [ ] Certain observations on the international spplication

Date of submission of the demand Date of completion of this repart
01 May 2003 (01.05.2003) 02 Jary 2004 (02.01.2004)
Name and mailing address of the IPEA/US .

Mail Stap PCT, Atz IPEATUS Authorized afficer

Commissioney for Patcnts

P.0. Hox 1450 151450 Robert A, Wax

Almysndris, w.lllﬂl
Facsimile No. (703) 305-3230 Telsphono No. (703) 308-1233

Form PCT/IPEA/409 (cover sheet)(Fuly 1998)
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International spplication No.
INTERNATIONAL FRELIMINARY EXAMINATION REFORT PCT/USM3 1653

I. Basis of the report

1. With regard to the clenents of the intarnational spplication: *
DX the international application as ariginally filed.

E the description:
pages 141 = asoriginally filed
pages NONB , filed with the damand
pages NONH , filed with the letter of
the claims:
pages 42 and 43 , 45 ariginally filed
poges NONE ~ , as amended (fogether with any statement) under Arlicle 19
pagea NONE , filed with the demand
pages NONE . filed with the letter of
X the drawings
pages /1 as originally filed
pages NONE , fHled with the demand
pages NONB , filed with the letter of
E the sequence listing part of tha description:
pages 113, as originally filed
pages NONE . filed with the demand
pages NONE s filed with ths letier of

2. With regard to the langnage, lﬂdnalmnunnurhdnbvamlnﬂnﬂeurﬁmﬁndmduAumthm
langnage in which the international application was filed, ml:nnduwmullﬂulmduﬂmm
These elements were availabls or fomished to this Authorily in ths folowing language which is:
D the language of a translation furnished for the purposes of intermationsal search (under Rule23,1(b)).
D the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b).
D the Ianguage of the translation formished for the purposes of internations! preliminary examination(imder Rules
55.2 and/ar 55.3).

3. With regard to sny nucleotide and/or aming acid sequence disclosed in the international application, the
internationat preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing:

X contined in the intemationa? application in printed form.

X fied together with the international pplication in computer readahle. form.

[[] furnished subsequently to this Authority in written form.

[] furnished sibsequently to this Authority in computer reatabls form.

[] The statement that the subsequently furnished writtan sequence listing does not go beyond the disclosure in the
intermational application as filod has been furnished.

[C] The statement that the information recorded in computer readabils form ia ilentical 1o the written sequencs I
has been fornished.

4. (X The amendments have regulted in the cancellstion of

DA the description, pages NONE
the clairas, Nos. NONE
the drawings, sheets/fig NONE
5. D This repart has been catahlishéd as if (some of) the amendmenis had not becn made, since they have been considered to go
beyond the disciosure as (ded, as indicated in the Supplementsl Bax (Rule 702(c)). **
* Replacement sheets which have been firnished 5o the receiving Office in rexponse to an invitasion under Article 14 are referred to in

this report as “originally flied” and ore not arnexed 1o thix report since thay do nos contain omendmants (Rules 70.16 and 20.17).
*& 4y replacernent theel conigining such amendments st be referred 1o under item | and annexed to this report.

Torm PCT/ITEA/209 (Bax 1) Gy 155G
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lolernational spplicatian No.

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/USOY3 1693

. Non-establishment of opinion with regard (o novelty, inventive step and indugirial applicability

1. The question whether the claimad invention appears to be novel, 10 involve an inventive step (io be non-obvious), or
to be industrially applicable have not been and will not be examined in respect of:

Dtllsml.ira'l fional application,
claimg Nos. 2-5, 7-11, 14 a5 they refer o a ssquence otber than SEQ ID NO: 6, the Mirst listed SEQ 1D NO:

becanse;

D the said intermational application, or the said claim Nos. ____ rdahbﬂnfnﬂoﬁn;mhiectmmerwlﬁdldout
mat require intemational preliminary examination (spedlfy):

[]  the description, claims o drawings indicats particular elemenss below) u‘uidnlahuNu.__mnun:lnA
that no meaningfil opinion could be foomed Gpeclfy): .

[] the claims, or ssid claims Nos. ____ are o inadequasely supported by the description that no meaningfl
opinion could be formed.

1o international search report has been established for gaid claims Nos. 2:5, 7-11, 14

2. Awmmmmuwﬂdmmm-mdhmmmad
ence listing to comply with the standerd provided for in Annex C of tha Administralive Instructions:
the wrinen form bas not been frrnished or doos not camply with (e stendard.

D the comguier readshle form bas not been furnished or doss not camply with the standard.

Form PCT/IPEA/400 (Bax 11T) (July 1998)
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Internetional spplicatiun No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT PCT/US02/31693

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(il) with regard (o novelty, iaventive step or industrial applicabllity;
cltations and explamations supporting such statement

1. STATBMENT .
Nowelty (N) Claimg 17 YES
Claims 1,6, 12, 13,15, 16 NO
inventive Step (IS Claimg NONE YHS
Claims 1,6, 12, 13, 15-17 NO
Industrial Applicahility (IA) Claimg ], 6, 12, 13, 15-17 YES

Claims NONE NO

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS

Claims 1, 6, 12, 13, 15 and 16 Iack novelty under PCT Article 33(2) a5 being anticipated by WO $1/11457. ‘WO 91/11457 teaches
n peptidn, GLP-1 (7-36), that 1s used In the treatment of diabetes Type 1T and Is a fimetionally equivalent variant of SBQ ID NO: &
(present claim 1), a pharmaceutics] composiiion comprisiog the polypeptide in combimtion with & pharmacentically acceptable
carrier (p. 28, lines 20-23) (present claim §). ‘WO 9111457 teaches a method of treating Type 1T dabetes by adminisiering 0 8
mammmal a therapentically effectively amount of this protein (claima 13 and 15) (pressmt claims 12-135).

Claims 1, 6, 12, 13 and 15-17 lack an inventive step under PCY Article 33(3) ss being obvious over WO 51711457 in view of
Hansen et al. (US 6,232,310). WO 9111457 waches a mathod of treating Type I diabetes by administering (o a mammal a
therapoutically effectively amount af the above-mentioned protein, a GLP-1 receptor agonist and & glocagons antngonist (claims 13
and 15) {(present claims 12-15). Hansen ef al. teach a mothod of treating the pre-disbetic state of impaired ghicass toleranco by
admintstering a therspeutically effective amount of & peptide that is & GLP-1 recepior agonist and a glucagons mtagmnist (col. 1, lines
20-40).

Clainm 1, 6, 12, 13 snd 15-17 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thns have indosirial spplicablity becange the subject
maiter claimed can be made ar used in indngtry.

————— NEWCITATIONS ———

Form PCI/IPHA/409 (Box V) Quly 1996)
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ASSIGNMENT OF INVENTION

In conalderation of the payment by ASSIGNEE 1o ASSIGNOR of tha sum of one doliar {$1.00) end for
other good and valuable conaideralion, the recaipt of which is hereby acknowiadged,

A_SSINOR(S): clitizen(s) of: reslding ei:
_|_hm name iolowed by kmily namas}
22362 Princeton Placa
Casatro Vallay, Califomia 84552
Clark PAN United Sinlss of America us
210 Summaer Hill Road
Madison, Connecticut 08443
James WHELAN Ireland us
80 Marwin Circie
Cheshlre, Connecticul 08410
Kavin B. CLAIRMONT United Siales of America us

hareby sall{s}), asaign{s) and tranaler(s) o

ASSIGNEE: Bayer Phanracouticals Corporsfion, 400 Morgen Lans, West Havan, CT 08518, U.SA., and Iia
succassorm, assigna and legal reprasentatives,

the entire right, title and Intacest In and to, including the right ta clalm peiarity from, the [nvention{s) disciosed in
U.S. Patent Application No. 10/285,345, filed on Oclober 3, 2002, which Is entitfed: Paptides
Raceptor

U.S. Patent Appiicatfon No. 10/345,751, fled on January 18, 2003, which i entitad: Paptides

Acting as Both GLP-1 Recepior Agonists mnd Ghragon Racepior Antagonists and Thetr
Pharmacological Mathods of Use; and

Intamational Application No. PCT/US02/31683, flled on Ociober 4, 2002, which ia antitiad:

Paptides Acting se Both GLP-1 Recaptor Agonists and Giucagon Racaptor Antagonists and
Their Pharmacological Msthods of Use

and any legal aquivalent thereof In a foreign coundry,

and In and to all Lellers Patant and equivalents thereof $ ba cbiained for sald invention in all countriea by tha
above spplication or any continuation, division, renswal. substitula or squivaient thereof, as well s 1o any
raiasue, remxamination, patent temn restoration, or aqudvalant tharetn,

ASSIGNOR hereby covannnts that no assignment, sale, agreamant or ancumbrance has boan or will be
mads ar entered Into which would conflizt with this assignment, end that ASSIGNEE will, upon ASSIGNEE's
requeat, bo provided promptly with all pertinent facts and documents relating to sald lnventtion{s) and said Latters
Paten! and legal equivelents a3 may l:nlmmnnd sccesahle to ASSIGNOR, and ASSIGNOR will testily as to
the sama In any interference, tigation or other procesding retatad thereto, and will promptly exscirte end delfver
to ASSIGNEE or Iis lagn) repmsentative(s) any end all papars, instumenis or affidevits quired to apply for,
cbtaln, maintein, Issua and enforce sski spplication, sald invention{s) end sald Lotters Patent and said
equivalants theseo! which muy be necessary or daalmbie to carry ot the purposes thareof.

IN WITNEGS WHERECF, Lwe twve hersunto respeciively set hand and seal on the dale(s) shown

Typed Name of invenior Signature of Inventor Dals

Clark PAN m«l h /Zv- & /(&5
James WHELAN Q\/\ 6{ Gt 03

~l.
Kevin B. CLAIRMONT % i M/ag
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PCT REQUEST

1/10
MBB-7288-PCT

Original {for SUBMIBSION) - printad on 16,12.2002 10:01:04 AM

01

For recalving Office use only
Intemnational Application No.

02

intermational Filing Data

03

Name of receiving Ofice end "PCT
Intemational Appication®

04

Form - PCT/ROHO1 PCT Request

0-4-1 | Prepared using PCT-EASY Version 2.92
(updated 01.10.2002)
0-3 Petition
The undersigned requssts that the
present Intwmetional application be
procassed scconding to the Petant
—____|Cooperation _
08 n.eﬂMngO‘lﬂﬂl(lmlﬂiﬂW“" United States Patent and Trademark
I i Office (USPTO) (RO/US)
07  |Appiicant's or agent’s fils reference |MgB-7288-PCT
! Title of lnvention PEPTIDES ACTING AS BOTH GLP-1 RECEPTOR
AGONISTS AND GLUCAGOM RECEPTOR
ANTAGONISTS ANMD THEIR PHARMACOLOGICAL
_ METHODS OF USE
] Applicant
-1 This person ls: applicant only
2 |Appllcant for all designated States except US
4  [Name BAYER CORPORATION
-5 |Address: 100 Bayer Road
Pittsburgh, PA 15205
Tnited EBEtates of America
[T] Stats of nationalty us
L Stata of residance Us
-8 |Telephone No. (203) B812-3964
_'_"9 Fﬂ'm— (203) 812-6459
-t |Applicant andior biventor
W-1-1 [ This pareon la: applicant and inventor
-1-2 |Applcant for US only
l-1-4 |Nams (LABT. Flrat) PAN, Clark
HF1-5  |Address: 22362 Princeton Place
Castro Valley, CA 954552
United States of America
l-1-6 | State of nationallty us
IIF1-7 | State of reskience us

RY
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PCT REQUEST . e MSB-T288-PCT
Original (for SUBMISSION) - printad on 18.12.2002 10:01:04 AM
“ii-e  [Applicant and/or Inventor )
H-2-1 | This person is: applicant and inventor
U222 |Applicant for US only
24 |Nams (LAST, First) WHELAN, James
25 |Address: 210 Summer HEill Road
Madison, CT 06443
United States of America
W26 |Stats of nationaity IE
-2-7 |State of residenca us
W3 |Appilcant and/or Inventor
ll-3-1 | This person ls: applicant and inventor
-3-2 |Appiicant for US only
34 |Name (LAST, First) CLATRMONT, EKevin, B,
35 [Address: 80 Merwin Circle
Cheshire, CT 06410
United States of America
3-8 |State of nationality Us
i-3-7 |State of residence us
V4 [Agent or common reprasentative; or
address for cormespondance
The parson idantified below la agent
hersby/has been appointad to act on
bahalf of tha appiicani(s) before the
competent intamational Authorities as:
IV-1-1 |Name (LAST, First) GREENMAN, Jeffrey, M.
IV-1-2 |Address: Bayer Corporation
400 Morgan Lane
West Haven, CT 06516
United States of America
V-1-3 | Telephona No. (203) 812-3964
IV-1-4 |FacsimEs No. (203) B81l2-6459
IV-1-5 |Agent's mgistration No. 26552
V2  |Additional agent(s) additional agent(s) with gsame address as
firgt named agent
Iv-2-1 | Name(e) BREWER, Alice, A.(32888); CHIU, Jerrie,

L. (41670); GRAY, William, ¥.(31018);
PELLEGRINO, Susan, M. (48972), SHIMEI,

Barbara, A.(29862)
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v Designation of States
v4 Regional Patent
(other kinds of protection or traatment, i AP: GH GM KE LS MW MZ 8D SL S8Z TZ UG ZM

any, are specified betwean paranthesas
after the desigration(s) concemed)

ZW and any other State which is a
Contracting State of the Harare Protocol
and of the PCT

EA: AM AZ BY KG KZ MD RU TJ TM and any
other State which is a Contracting State
of the Eurssian Patent Convention and of
the PCT

EP: AT BE BG CHELYI CY CZ DE DK EE ES FI
FR GB GR IE IT LU MC NL PT SE SK TR and
any other State which is a Contracting
State of the European Patent Convention
and of the PCT

OA: BF BJ CF CG CI CM GA GN GQ GW ML MR
NE 8N TD TG and any other State which is
a member State of OAPI and a Contracting
Btate of the PCT

V2 | National Paternt AE AG AL AM AT AU AZ BA BB BG BR BY BZ
e apocHins batimen parontence |CA CHELI CN CO CR CU CZ DE DK DM DZ EC
after the designation(s) concemed) EE ES FI GB GD GE GH GM HR HU ID IL IN

IS JP XE KG KP KR KZ LC 1K LR L8 LT LU
LV MA MD MG MK M MW MI MZ NO NZ OM PH
PL PT RO RU 8C SD SE 8G SI SK 8L TJT T™
TN TR ITT TZ UA UG US UZ VC VN YU ZA ZM
zW

V3 Precautionary Designation Statemant
In addltion io tha mada
under tame V-1, V-2 and V-3, the
spplicant alsoc makes undar Rula 4.9(b)
all designations which would ba
permittad under the PCT excapt any
deaignation(s) of the State(s) Indicated
under tam V-8 balow. The applicant
deciares that those esiditional
designations are subjact to corfimation
and that any designation which [s not
confimed before the expiration of 15
months from the pricrity dute ls to ba
regarded as withdrawn by the applicant
at the expiration of that time Imit

V-8 Exclusion(e) from

(o) p.-:wu-tau RONE

Vi1 Pricrity claim of sariler national
application

Vi-1-1 |Fiing date 05 October 2001 (05.10.2001)

Vi-1-2 | Number 60/327,730

Vi-1-3 |Country Us

2
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vi-2 Priority document request
The recelving Office is requasted to vI-1
prepam and tranamit to the Intemational
Bureau a certified copy of the sarllar

appication(a) keniifled abova as
Ram(s):

Vi1 |intsrnational Sesrching Authority  |United States Patent and Trademark
Office (USPTO) (ISA/UB)
Vil |Declarations Number of declarations
Viik1 | Declamation aa to the idantity of the -
Invantor
Viii-2 |Declaration es to the applicants 1
antiiemant, as at tha Intamational fling
date, to apply for and be granted a
Vi3 ]Declaration as 1o the applicant’s 1
entiiiament, as at the intemational fling
date, to claim the priority of tha earfler
application
Vill4 | Declaration of invantorship (only forthe |1
purposas of the designation of the
Unhad Statas of Amarica)
Viiks |Declaration as to non-prajudicial -

discicauras or axceptions to lack of
novelty
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vill-21

Declaration: Entitlemant to apply for
and be grantod a patent
Daciaration aa to the applicant's
entiiament, as at the intemational fing
dats, to apply for and be grantad a
patent (Rules 4.17(1) and 51bls.1{a)d@)).
In a case whare the daciaration under
Rule 4.17(lv) ls not appropriate:

Name:

in relation to this international
application

BAYER CORPORATION
ip entitled to apply for and be granted
a patent by virtue of the :Eollowin_g:

}'m“"ﬂﬂ BAYER CORPORATION is entitled as
employer of the inventor, PAN, Clark

:’I‘)“'M BAYER CORPORATION is entitled as

_ amployar of the inventor, WHELAN, James

rn"'-“‘d BAYER CORPORATION is entitled as
employer of the inventor, CLAIRMONT,
Kevin, B.

Vil21 [Thi

b pm;:.?u':“m"md'““ all designations except the designation

of the United States of Amarica




6/10
PCT REQUEST MSB-7288-PCT
Original {for SUBMISSION) - printad on 18.12.2002 10:01:04 AM
“Viil-3-1 | Declaration: Entitlement to claim
m to the applicant's
0 m': 0 m'ml g in relation to this internmational
date, to claim the priority of the earfler  |8PPlication
application specifisd below, where the
appiicant la not the applicant who fiad
the earller application ar where the
name has changad sincs the
fling of the sartiar applicetion (Rules
4.17(8) end S1bls.1{a)Xm)x
Name: BAYER CORPORATION
is entitled to claim priority of earlier
application No. 6§0/327,730 by virtue of
— the following:
{\:')"-3-1 BAYER CORPORATION is entitled as
employer of the inventor, PAN, Clark
;I'I')“'” BAYER CORPORATION is entitled as
employer of the inventor, WHELAN, James
VIIF3-1 | This declaration s mage for the all designations
{tx) purposss of:
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Viil-4-1 | Declaration: inventorship (only far
the purposes of the designation of
the United States of Amarica)

Declamtion of Invaniorship (Ruies I hereby declare that I believe I am the
mﬁﬂbmf:m original, first and sole (1f only one
United States of America: inventor is listed below) or joint (if
more than one inventor is listed below)
inventor of the subject matter which is
claimed and for which a patent is
sought.

This declaration is directed to the
international application of which it
forms a part (if filing declaration with
application).

I hereby declare that my residence,
malling address, and ciltizenship are as
stated next to my name.

I hereby state that I have reviewed and
understand the contents of the above-
identified international application,
including the claims of said
application. I have identified in the
request of said application, in
compliance with PCT Rule 4.10, any claim
to foreign priority, and I have
identified balow, under the heading
"Prior Applications,® by application
number, country or Member of the World
Trade Organization, day, month and year
of £iling, any application for a patent
or inventor's certificate filed in a
country other than the United States of
America, including any PCT international
application designating at least ona
country other than the United Btates of
America, bhaving a filing date before
that of the application on which foreigm
priority is claimed.

Viil-4-1-{ Prior applications:
1
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I hereby acknowledge the duty to
disclose information that is known by me
to be material to patentabllity as
defined by 37 C.F.R. § 1.56, including
for continuation-in-part applications,
material information which became
avalilable between the filing date of the
prior application and the PCT
international filing date of the
continuation-in-part application.
I hereby declare that all statements
made herein of my own knowledge are true
and that all statemants made on
information and belief are believed to
be true; and further that these
statements were made with the knowledge
that willful false statements and the
like so made are punishable by fine or
imprisonment, or both, under Section
1001 of Title 18 of the United States
Code and that such willful false
statements may jeopardize the validity
of the application or any patent issued
thereon.
Yil-4-1- | Name: PAN, Clark
Vili-4-1- | Residence:
12 |(cly and sither US Stats, If .. Castro Valley, Califormia
or country)
\111_2-4-1- Maiiing address: 22362 Princeton Place
:I-II4I-4-1- Citiranship: us
Vil4-1-| Inventor's Signature:
15 {if not contained In the requeat, or if
declaretion ls corrected or added undar
Rule 26ter after the flling of the
Intamational application. The signahre
must be that of tha inventor, not that of
the agent)
Vit-4-1- | Date:
18 (of signature which Is not contained In
the request, or of the declaration that Is
comectad or added under Rule 28tsr
after the filing of the Intamational
application)
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g:l-ﬂ- Name: WHRELAN, James
Viil-4-1- | Rasidance:
22 (cly aned sithar US State, I appicable, Madison, Connecticut
or country)
iy 4-1-|Mating address: 210 Summer Hill Road
\ﬂl—ti—% Cittzanship: IR
Vll|-4-1- | inventor's Signature:
8 {if not contalned In the request, or if
declaration Is comected or added under
Rule 26ier sfter the flling of the
Intemational application. The
must be that of the Inventor, not that of
the agent)
Viit-4-1-| Data:
248 {af signature which is not contained n
the request, or of the declamtion thet Is
comociad or added under Rule 28ter
after the fling of the Intemational
application)
YII-4-1-| Name: CLAIRMONT, Kevin, B.
Viil-4-1-] Realdance:
M (clty and afther US Statn, If sppiicabie, Cheshire, Connecticut
or country)
2'3'4'1' Mailing address: 80 Merwin Circle
Vajj"“- Cttizanahip: uUs
Viii-4-1-| Invantor's Signature:
35 {if not contained In the request, or if
declaration Is cormacted or edded under
Rule 28ter after the flling of tha
imemational application. The signature
must be that of the Inventor, not that of
the egent) )
Vii4-1-{ Date:
38 (of signatury which ls not contained In
the requast, or of tha deciarstion that s
comected or added under Rule 26ter

after the filing of the international
eppication)
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[} 4 Check list number of shesta alectronic filafe) atiached
IX-1 Raquast (including declaration sheets) |10 -
x-2 Description 41 .
X3 Chaims 2 -
x4 Abstract 1 EZABSTO00.TXT
X-5 Drawings 1 -
IX-7 TOTAL 55
Accompanying items paper document(s} attachad elactronic file(s) ettachad
IX-8 Fee calculation shaet v -
IX-17 |PCT-EABY diakstts - Diskette
X189 | Figure of the drawings which should |{
— accompany the abstract
IX-20 |Lan of filing of the Infamational
mﬂ“ﬂ' : 9 English
X1 Signature of applicant, agent or
commeon representutive
X-1-1 Name {(LAST, Firet) m:u, J.rri.' L.

FOR RECEIVING OFFICE USE ONLY

101 |Date of actual recaipt of the

urported imternational application
10-2 Drawingua:
10-2-1 |Racslved

10-2-2 {Not recelved

103 Corrected date of actual receipt dus

to Iater but imely received papers or
drawings completing the purported

intsrnational application

1 Date of timely recalpt of the required
corrections tmder PCT Article 11(2)

105 |Internationa! Searching Authority ISA/US

10-8 Transmittal of search copy delayed
untll search foe Is pald

FOR INTERNATIONAL BUREAU USE ONLY

111 |Dats of receipt of the record copy by
the intermnational Bursau
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Far macslving Office use only
Intamational Application No.

(ntamational Fillng Date

& & £°

Name of recaiving Ofice and “PCT
Intarnational Application®

[Form - PCT/ROM01 PCT Roquaat

o4
041 |Prepared using PCT-EASY Verasion 2.92
- (updated 01.06.2002)
o5 Petltion
The undorsigned requests that tha
prosent Intsmational appIcalion be
-%:Inghhﬁhn
06  |Recelving Office (spacifiedbythe gmited States Patent and Trademark
#pplicant) office (USPTO) (RO/US)
©7  [Apphicants or ngents flis refersncs | MOB-7288-PCT
l Tiie of lmvention PXPTIDES ACTING AS BOTH GLP-1 RECEPTOR
AGONISTS AND GLUCAGON RECEPTOR
ANTAGONISTS AND THEIR PHARMACOLOGICAL
METHODS OF USE
T |Appicant
- This persan I applicant only
-2 Applicant for all designated States except US
-4 Nama BAYER CORPORATIOR
15 | Address 800 Dwight Way
P. O. Box 1986
Berkeley, CA 94701
Unitéed States of Anerica
I8 | Stats of nationafity us
"7 Statn of reskience us
I8 |Tsiephona Na. 510 705-7%01
1) Facalmile No. 510 705-7904
i1 | Applicant andior inventor
181-1 | This person is: applicant and invenmtor
122 | Applcant for US only
Mm-1-4 | Name (LAST, Fimt) PAN, Clark
15 | Addrexs: 22362 Princeton Place
Castxo Valley, CA 94552
United States of America
i-1-8 | State of nationality us
K17 | State of esidence us

b,
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1]

Applicant and/or Inventor

li-2-1 | This person b applicant and inventox
N-2-2 | Applicant for US only
24 | Name (LAST, Ars WHELAY, James
25 |Address: 210 Surmer Hill Road
Madlson, CO 06443
United States of America
28 |Stas of nalionalty TE
ll-2-7 | Staia of residencs Us
NA | Agent or cammon repressntaiive; of
addreas for correspondancs
Naeboihos been appoiniod Bacton | 2FSBE
bahalf of the sppicant{s) bafre the
competent Intamational Authovities as;
IV-1-1 ] Name (LAST, Firsl) MAHONEY, John, W.
V-1-2 |Address: Bayer Corporation
800 Dwight Way
P. O. Box 198§
Berkeley, CA 94701
United States of America
V-1-3 | Telephone No. 510 705-7725
IV-14 | Facsimiie No. 510 705-7504
NS |e-mal john .mahoney.b@bayer.com
v-1-5 Agmmru-nll:_m- 44,892
v Dealgnation of Statss
v4 m:u o AP: G G X3 LS MW ME 8D SL 3% TZ UG ZW

If anty, are speciiad batwean
parenihases aftar the denipnafion{s)
concamad)

and any other State which is a
Contracting Btate of the Harare Protocol
and of the PCT )

EA: AM AZ BY KG KXZ MD EU TJ TM and any
other State which is a Contracting Btate
of the Eurasian Patent Convention and of
the PCT

EP: AT BX BG CHELI CY CX DE DK EE ES FI
FR GB GR IE IT LU MC NL PT SE SK TR and
any other State which is a Contracting
State of the European Patent Convention
and of the PCT

OA: BF BU CF CG CI CM GA GN GQ GN ML MR
NE SN Th TG and any other State which ia
a member State of OAPI and a Contracting

State of the PCT

-

Ty ———

o

T.
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V2 | Mational Paiant AR AG AL AN AT AU A% BA BB BG BR BY BZ
e A aosciatvewosn " |ca cH&LI cW co cr cU cz DE DE Dx DZ EC
paranthasas afier the dezignafion(s) EEES FIGBGD GE GH GM HR HU ID IL IN
concamad) IS JF XX ¥G XP KR XZ LC LK LR LS LT LU
LY MA MD MG HE MN MW MX MZ HO NZ PH PL
PT BO RU SD SE SG 5I SK SL TU T™M TR TT
TZ VA UG US UZ VYC VH YU ZA ZIW
VS Precautionary Dasignation Staternent
In addiion to the designations made
undar ltems V-1, V-2 and V-3, the
applcont also makes under Ruls 4.8(b)
all designations which would ba
pennitind urder the PCT ay
designation(s) of the Stata(s) Incicated
under itam V-8 balow. Tha applicant
dockwes that thoss acifional
designaliona sm subject to conftrmaetion
and that any dasignafion which is not
confimad before the axpimiion of 15
montha from the priorty date is to bs
a5 withdrawn by the applicant
at the of that Bme Bmit.
va ﬁuﬂmﬂﬁmmﬂm NONE
| ]
Via | Priority ciaim of sariier national
application
V1-1-1 |Fiingdate 05 Octcber 2001 (05.10.2001)
VI-1-2 | Number 60/327,730
Vi-1-3 | Country Us
Via~ | Prioriy claim of earfiar nafional
application
Vi-2-1 | Fling date 06 September 2002 (06.05.2002)
Vi22 |MNmber 60/408,288
Vi23 | Counby us
Vi3~ | Priority document requsst
Tha receiving Offica Ia reguestad to - -
propare and ranamit i the vI-1, vI-2
intemational Bureau a coriffied copy of
the earflar
—__ {sbove s iem(sk — _
ViK1 |inamational Saarching Autharity TUnited Statea Patent and Trademark
Chossn office (USPTO) (ISA/US)
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vi Declarations Numbar of deciarations
V-1 | Decfaration aa to the Kentity of the
Imvenior _
Vii2 | Deciaration as to the applicant’s

V-3

Vii-4

Vi3

onfdamant, as gt tha inlsmational Mng
daie, to apply for and be granted a
patent

jpatent
Deaclaration a3 to the appBcant's

entifemant, as at the inlamalonal filing
date, to claim the priority of the earfler

application
Daciaration of inventarship (only for e
pumposes of the designation of ths
Uniiad States of Amarica)

Dacieration As 10 hon-prejudicisl
disciosures or excaptions io lack of

novelty
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iil-4-1

Declaration: inventorship (only for
the purposss of the designation of
the Unitad States of America)
Declaration of Inveniomhip (Rulss
4170v) lnd 51bia.1(a){v)) for the

I hareby declare that I bealleve I am tha
original, first and sole (if only ona
inventor is listed below) ox Joint (if
more than one inventor is listed below)
inventoxr of the subject mattexr which is
claimed and for which a patent is
sought.

This declaration is directed to the
international application of which it
forms a part (i1f £iling declaration with
application).

I hereby declaxre that my residence,
mailing address, and citizenship are as
atated next to my name.

I hereby state that I have raviewed and
understand tha contents of the
above-ldentified international
application, including the claims of
sald application. I have ldentified in
the request of said application, in
campliance with PCT Rule 4.10, any claim
to foreigm priority, and I have
identified below, under the heading
sprior Applicationsa,® by application
number, country or Member of tha World
Trade Organization, day, month and year
of filing, any application for a patent
or inventor's certificate f£liled in a
country other than the United States of
lmarica, including any PCT intermational
application designating at least one
country other than the United States of
Anmerica, having a filing date beforae
that of the application on which fore:l.gn
priority is claimed.

Vili4-1
-

'Prior appications:

19
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X hareby acknowledge the duty to
disclose information that 1s known by me
to be materlal to patentability as
for continuation-in-part applications,
material information which became
available between the filing date of the
prior application and the PCT
international filing date of the
continuation-in-part application.
I hexeby daclare that all statements
made herein of my own knowledge are true
and that all stataments made on
information and belief are believed to
ba truey and further that these
statements were made with the knowledge
that willful false statements and the
like so made are punishable by fine or
imprisonment, or both, under Section
1001 of Title 18 of the United States
Code and that such willful false
statements may jeopardize the validity
of the application or any patent issued
tharaon. .
VR Nama: PAN, Clark
VII-4-1 | Residence:
g | oy ond athar US Stain, ¥ _ Castro Valley, California
“-"a'M Maling address: 22362 Princeton Place
- Castro Valley, CA 94552
United States of America
\1115-4-1 Ciltzanship: us
Vilk4-1 | Inventors Signature:
-5 | (fnol contained In the request, or If
declarafion fa comectad or added under
Rule 26ter after the filing of the
Intemational application. The signature
must be that of the lnventior, not thet of
the egent)
VIiH4-1 | Date
-1-8 {of signature which s not contained In
tha requast, or of the declaration that is
comecisd or added under Rule 261er
aftar tha filing of the Intemationsl
——|application)

I
i




7
PCT REQUEST MS8-7288-PCT
Oviginal (for SUBMISSION) - printad on 04.10.2002 08:56:27 AM
EI-H Narme: WHELAN, Janes
2;‘-' Resldence: Madison, Colorado

Vi1
23

ViI-4-1
Vi1

Viil-4-1

(city and either US Shaiw, if appicahia,
or country)
Maliing address:

Citizenship:

Inventor’s Signalure:

{I not containad In the raquast, or if
decizration Is coneciad or gddad undar
Ruis 28iar afier tha filng of the
intamational application. The signahwa
must ba that of the inventor, not that of
tha agent)

Datex

{of signature which Is not contained in
tha mquest, or of the dectaration that ls
correciad or added under Rule 20%er
afier the fiing of the intamafional

| appiication)

210 suamer Hill Road
Madison, CO 06443

United States of Amerxica
IB

I
f
K
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Chack list

runber of shasty

alachionic Ge(s) eitached.

Raquest (Including Geciaration sheets)

[ Desziption (excituding sequance Beting

1 Diskette

paper documani(s) altached

alactronic tie(s) atiechad

1 Diskette

Diskatte

Figive of tho drawings which showd
| sccompany the sbetract_

1

Language of fling of the
inlarnational

English

Signzture of applicant, agant or
common reprasoniative

Nama (LAST, Firat)

s John, W. )

Signature of applicant, agent
common represaniative

Name .
Nama of signatory

BAYER CORPORATION
Robert W. Kuhn

Capecily

Vice President, Process Sclenges

FOR RECEIVING OFFICE USE ONLY

Dats of actus! receipt of tha

| purparted Intsmational appllcation
Drawings:

Raceived
Not mcalved

Carrected dats of actual receipt dus
to later bt timely recalved papers or
drawings complating the purporisd
Imasmational application

Dals of timaly receipt of the requind
cormections undsr PCT Astlcte 11

Intarnational Ssarching Authorily

I8SA/US

385

[ SY 2

[« e

L
L
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408 [ Transmittsl of ssarch copy delayed
until ssarch fes s pald 9

FOR INTERNATIONAL BUREAU USE ONLY

the Intsrnational Bureau

731 [Date of receipt of the racard copy by _ h




UNTED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE _ _
‘ COMMISSIONER FOR PATENTS
UnmeED STaes ParenT AND TRADEMARK Orrice
WhaHBOWN, D.C. 20B3¢
WwwEERgOV
[ APPLCATION NUMBER | RLING DATE [ GAP ARTUNIT | AL FEE RECD [ATTY.DOCKETNO| DRAWINGS | TOT GLAmMS [ iND CLAMS |
MSB-7288-
60/327,730 10/05/2001 160 PROV 3
CONFIRMATION NO. 3936
FILING RECEIPT
Molissa . Shaw mEINERARNAEAENE N
*OC00000000SBA0285"
Bayer Corporation .
800 Dwight Way

Berkeloy, CA 84710

Date Mailed: 10/29/2001

Receipt is acknowledged of this provisional Patent Application. It will not be examined for patentability and will
become abandoned not later than twelve months after |ts fifing dete. Be sure to provide the U.S. APPLICATION
NUMBER, FILING DATE, NAME OF APPLICANT, and TITLE OF INVENTION when Inquiring sbout this
application. Fees transmitted by check or draft are subject to collection. Please verify the accuracy of the data
presented on this receipt. If an error is noted on this Filing Recelpt, please write to tha Office of Initial
Patent Examination's Customer Service Center. Please provide a copy of this Filing Receipt with the
changes noted thereon. if you received a "Notice to File Missing Parts”™ for this application, please submit
any corrections to this Filing Receipt with your reply to tha Notice. When the USPTO processes the reply
to the Notice, the USPTO will generate another Filing Receipt Incorporating the requested corrections (if
appropriate).

Applicant|s)
Clark Pan, Castro Valley, CA;
James Whelan, Madison, CT;
Projected Publication Date: Not Applicable

Non-Publication Request: No

Early Publication Request: No

Title
Glucagoen receptor antagonists and their pharmacological methods of use

—

LICENSE FOR FOREIGN FILING UNDER
Title 35, United States Code, Section 184
Title 37, Code of Federal Regulations, 5.11 & 5.15

COARTEN
L =TLEE~ "]

v W A w e -




. PCTARIS02/31693
PATENT COOPERATION TREATY
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT Tor
NOTIFICATION CONCERNING MAKONEY, John, W.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Bayer Corporation
OF PRIORITY DOCUMENT 800 Dwight Way
(PCT Administrative Instructions, Section 411) :a?he?:; :-ias 94701
. Unlted States of Amerlca
Oate of mailing (day/monthiyesr)
14 January 2003 (14.01.03)
Applicant's or agent’s fila referenca
MSB-7288-PCT IMPORTANT NOTIFICATION
Imernational spplication No. tnternstionsl fling date (day/monthAvaar)
PCTAUS02/31693 04 October 2002 (04.10.02)
International pubfioation date (day/monthiyesar) Priority date (dewimonthiyesr)

Not yet publishad
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PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud intemacional No. PCT/EPD2/05338
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1.

70.17).
** Cualguier

Base del Informe

Respecto a los elementos da Ia salicitud intamacional:*

La solicitud Intemaclonal como se prasentd ariginaiments
La descripcidn:

péginas 1-41, como s& presentaron originaiments

pédginas Ningung, presentadas con la sollcitud de examen
péginas Ninguna, presentadas junto con la carta del .

Las relvindicaciones:

péginas 42 y 43, como se presentaron originaimenta

paglinas Ninguna, como se modificaron (Junto con cuaiquler declaracion bajo ef articulo 18)
péginas Ninguna , presentadas con la solicitiud de examen

péginas Ninguna . presentadas Junto con la carta del .

Los dibujos:

péginas 1/1, como ee presantaron originaimente

paginas Ninguna . presentadas con la solicitud de examen
péginas Nipgung, presentadas junto con la carta dsl .

La parte de listado de secuencias de la descripcién:
péginas 1-13, como ee pressntaron originalmente

péginas Ningung , presentadas con la solicltud de examen
péginas Ninguna, presentadas junto con la carta del .

Respecto al lengusje, todoe los elementos marcados anterlormente estuvieron disponibles o fuaron enviados a
la Administracién en el lenguaje en que se presentd la soliciud Iinternacional, a menos que se Indiqua otra cosa
en este punto.

Estos elemantos estuvieron dlsponibles o fueron enviados a sata Administracidn en e sigulents lenguaje

D
0
O

ol languaje de la traduccidn enviada para propésitos de la bdsqueda Intemacional (bajo Regla 23.1  (b)).
ol lenguaje de la publicacién de la solleitud Intemacional (bajo Regla 48.3(b)).
;It‘a !;nygouasjg ;)e Ia traduccidn entregada con propdsitos del examen praliminar Intemacional (bajo Regla

Respecto & cualquier secuencia de nucledtide yo amino dcidos divuigada en la solicitud Intamacional, ol
sxamen preliminar Intamacional se llevd a cabo con base en el listado de secuenciaa:

B O 0ORR

D

contanido en la solicitud intamacional en forma escrita

pressntado junto con ia salicitud intemacional en forma iegible por computador

sntregado posterlormants a esta Administracién en forma legible por computador

La deciaracién de que el listado de ascuencias pasteriormente entregado no va més alla de lo divulgado
an la solicitud Internacional originaimente pregentada, ha sido entregada.

La declarecién de que la Informacién grabada en la forma leglble por computador ¢s kdéntica al fistado de
sacuancias escrito que ss ha entregado.

Las modificaciones han dado como resultado la cancelacidn de:

& ladescripcidn, paginas Ningupa,
B las relvindicacionas, Nos. Ninguna,
B  los dibujos, pdgina Ninguna,

Este reporte ha sido establecido como sl {parte de) las modificaciones no se hubleran realizado, ya que

éstas han sido conslderadas como una ampllacién de lo iniclaiments divuigado como se indica en la Casllla
Suplamentaria (Regla 70.2(c)).**

* Las hojas de reemplazo que han sido eniregadas a la Oficing recepiora en respuesta a la invitacién bajo el Anticulo 14 se refleren en
esie informe como “originalmente preseniadas” y no se anexan o este informe ya que ellas no contlenen modificaciones (Regla 70.16 y

kajaderul;lplaaquc contenga dickas modificaciones deberd ser referida bajo el punto ! y amexada a este informe.

Formato PCT/IPEA/408 (Recuadro 1) {jullo 1998)
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!/

No-establecimiento de opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicablliidad
Industrial.

La pregunta de sl la Invenci6n relvindicada parece tener novedad, nivel inventivo (que no sea cbvia), o
que sea apliceble Industriaimente no ha sido examinada con respecto a:

O lasolicitud Intemacional completa

Xl las relvindicaclones Nos. 2-5. 7- 4 n 8 un iferente a la SEQ ID
1 6, la primera [ EQ ID NO;

Porque

[0 Ia solicitud Intemacional, o las mencionadas relvindicaciones Nos. so relacionan con los

sigulentes abjetos, los cuales no requieren examen preliminar intemacional (especifiqus):K

[0 = descripcion, ias reivindicaciones o los dibujos (indique fos elementos particulares abajo) o las
mencionadas reivindicaciones Nos, son demeslado confusas que no se pusde formar
ninguna opinién significativa (especifique):

(O la descripcitn, o las mencionadas relvindicaciones Nos. _____ no estan adecuadamente
soportadas por la descripcidon que no se puede formar ninguna opinién significativa.

no se ha establecldo un reporte de bisqueda para las mencionadas reivindicaclones Nos. 2-5,
7-11, 14

No se pudo realizar un examen preliminar Intamacional significativo debido a fallas en el listado de
nudedtklos y/o aminodcidos para dar cumplimiento con los estinderes del Anexo C de las
instrucciones Administrativas:

[0 Elformato escrito no ha sido suministrado o no cumple con los estandares.

[0 Elformato de lectura por computador no ha sido suministrado o no cumple con los estandades.
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PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicltud intemacional No. PCT/EP02/05338

V.

1.

Declaracién motivada segin al Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, el nivel Inventivo y la
aplicacién Industrial; citas y axplicaclones que apoyan esta declaracién.

DECLARACION
Novedad (N) Reivindicaciones 17 Si
Reivindicaciones 1,8,12,13,15,16 NO
Nivel inventivo (N1) Relvindicaciones Ninguna Si
' Reivindicaciones 1,6, 12,13, 1517 NO
Aplicacion Industrial (Al) Reivindicaciones 1,6,12,13,15-17 Sl
Reivindicaciones Ninguna NO

CITAB Y EXPLICACIONES (REGLA 70.7)

Las relvindicaclones 1, 6, 12, 13, 15 y 18 no son novedosas de acuerdo con el Articulo 33(2) del PCT
debido a que son anticipadas por el documento WO 81/11457. WO 91/11457 ensafia sobre un péptido
GLP-1 (7-36), que es utilizado en el tratamiento de |a diabetes Tipo Il y es una variante funclonalmente
equivalente de SEQ ID No: 6 (la prasente reivindicacién 1), una composicion farmacéutica que
comprende el polipéptido en combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable (p. 28, lineas
20-23) (la presente reivindiceclén 6). WO 81/11457 ensefia un método para el tratamlento de la
diabetes Tipo Il por medio de la administracidn de una cantidad terapéuticemente efectiva de esta
proteina (Reivindicaclones 13 y 15) (presentes relvindicaciones 12-15).

Las relvindicaclones 1, 8, 12, 13 y 16-17 no alcanzan el nivel inventivo de acuerdo con el Articulo 33(3)
del PCT ya que son obvias a partir de WO 81/11457 en vista de Hansen et al. (US 6,232,310). WO
91/11457 ensefia un método para el fratamiento de la diabetes Tipo Il al administrar a un mamifero
una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteina mencionada armriba, un agonisia del recepior de
GLP-1 y un antagonista del glucagén (relvindicaciones 13 y 15)(presentes relvindicaciones 12-15).
Hansen et al. Ensefla un método para el tratamiento del estado pre-diabético de la disfuncion de la
tolerancia a la glucosa por la administracién de una cantidad terapéuticaments efectiva de un péptido
que es un agonista del receptor GLP-1 y un antagonista del glucagén (col 1, lineas 20-40).

Las reivindicaciones 1, 6, 12, 13 y 15-17 cumplen con los criterlos especificados por el Articulo 33(4)
del PCT, y asl poseen aplicabllidad industrial debido a que el objeto relvindicado puede ser hecho o
utiizado en la Industria.

~——NUEVAS CITAS—

Ninguna

PRPMWPC14125/1D-11

44
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PEPTIDOS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLP-1 Y
. COMO ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLUCAGON Y SUS METODOS
DE USO FARMACOLOGICO
CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencién se refiere a polipéptidos racientemente identificados que
actian al mismo tiempo como agonistas del receptor del GLP-1 y como
antagonistas del receptor del glucagén y al uso de dichos polipéptidos con fines
terapéuticos. Mas particularmente, los poiipéptidos de la presente invencién son
dtiles en la estimulacién de la liberacién de la insulina de las células beta
pancredticas en respuesta a la glucosa y en la reduccién de la secrecion
glucagén-mediada de la glucosa del higado, brindando de este modo una opcidn
de tratamiento para aquellos individuos afectados de un trastomo metabdlico tal
como la diabetes, la hiperglucemia, la intolerancia a la glucosa en ayunas, la
intolerancia a la glucosa, los estados prediabéticos y la obesidad.
ANTECEDENTES DEL ARTE RELACIONADO
La diabetes se caracteriza por una secrecién deficiente de insulina
que se manifiesta, entre otras cosas, por un nivel elevado de glucosa en sangre
en el paciente diabético. Los defectos subyacentes conducen a una clasificacion
de la diabetes en dos grupos principales: la diabetes tipo 1 (0 diabsetes mellitus
insulino dependiente, DMID), que surge cuando los pacientes carecen de células
beta productoras de insulina en sus glandulas pancreéticas y la diabetes tipo 2 (o
diabetes mellitus no insulino dependients, DMNID), que ocurre en pacientes con
secracion deficiente de insulina de las células beta y/o alteraciones en {a accion
de la insulina.
Los pacientes con diabetes tipo 1 se tratan actualmente con insulina,
C.208828  mjentras que la mayorfa de los pacientes con diabetes tir.')o 2 pueden tratarse con

D.P. G
agentes que estimulan la funcion de las células beta o con agentes que
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intensifican la sensibilidad de los tejidos de los pacientes hacia la insulina. Con el
correr del tiempo, casi la mitad de los sujetos diabéticos tipo 2 pierden su
capacidad de respuesta a estos agentes y entonces deben someterse a terapia
insulinica. Las drogas utilizadas actualmente para tratar la diabetes tipo 2 incluyen
los Inhibldoras de elfa-glucosidasa (PRECOSE®, VOGLIBOSE™ y MIGLITOL®,
insulino-sensibilizantes (por ej., Avandia™, Actos™ y Rezulin™), sacretagogos de
insulina (sulfonilureas “SFUS™) y ofros agentes que acttian a través del canal de
K" ATP-dependiente), y GLUCOPHAGE™ (metformina clorhidrato).

Inhibidores de ealfa-glucosidasa. Los inhibidores de la alfa-glucosidasa
reducen la excursién de la glucosa postprandial al demorar la absorcién de la
glucosa del intestino. Estas drogas son seguras y proporcionan tratamiento para
sujetos diabéticos afectados entre leve y moderadamente. Sin embargo, se ha
informado acerca de efectos colaterales gastrointestinales en la literatura que
limitan su efectividad. |

Insulino-sensibilizantes. Los insulino-sensibilizantes son drogas que
intensifican la respuesta del organismo a la insulina. Las tiozolidindionas tales
como Avandia™ (rosiglitazona) y Actos™, activan al receptor gamma activado por
proliferadores del peroxisoma (PPAR) y modulan la actividad de un conjunto de
genes que no han sido bien descriptos. Los efectos hepéticos (por ej., la
hepatotoxicidad inducida por drogas y los niveles elevados de enzimas hepéticas)
no parecen ser un problema significativo en pacientes que utilizan Avandia™ y
Actos ™. Aun asi, se recomienda el andlisis de las enzimas hepéticas cada dos
meses en el primer afio de terapia y en forma periédica con posterioridad. Los
tratamientos con Avandia™ y Actos ™ se asocian a retenci6n de fluidos, edema y
aumento de peso. Avandia™ no estd indicada para usar con la insulina debido a

la preocupacién por la insuficiencia cardiaca congestiva. Rezulin™ (troglitazona),
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la primera droga de esta class, 88 abandond debido & l08 elevados nivales de las
enzimas hepaticas y a la hepatotoxicidad inducida por drogas.

Secretagogos de insulina. Las sulfonilureas (SFUs) y las no-sulfonilureas,
Nateglinida y Pepaglinida, actian a través del canal de potasio ATF.’-dependiente
provocando la secrecidn de insulina glucosa-dependiente. Estas drogas son una
terapia estandar para los diabéticos de tipo 2 que sufren hiperglucemia entre leve
y moderada. Los secretagogos de insulina tienen limitaciones que Incluyen la
induccién potencial de hipoglucemia, el aumento de peso y las tasas elevadas de
fracaso primario y secundario. Entre un diez y un 20% de los pacientes tratados
inicialmente no logran demostrar un efecto significativo en el tratamiento (fracaso
primario). El fracaso secundario se demuestra por una pérdida adicional del 20-
30% del efecto en el tratamiento luego de seis meses de tratamiento con
secretagogos de insulina. Se requiere tratamiento con insulina en el 50% de los
pacientes que responden a los secretagogos de insulina después de 5-7 afios de
terapia (Scheen et al., Diabetas Res. Clin. Pract, 68:533-543, 1989). La Nateglinida
y la Pepaglinida son drogas de corta accion que deben tomarse tres veces por
dia. Se utilizan sélo para el control de la glucosa post-prandial y no para el control
de la glucosa en ayunas.

GLUCOPHAGE™ es una biguanida que reduce la glucosa sanguinea
disminuyendo la produccién de glucosa hepética e incrementando la captacién y
utilizacién de la glucosa periférica. La droga es efectiva para la reduccién de la
glucosa sanguinea en sujetos afectados entre leve y moderadamente y no posee
un efecto colateral de aumento de peso o induccion potencial de hipoglucemia.
Sin embargo, el GLUCOPHAGE™ tiene una cantidad de efectos colaterales,
incluyendo trastomos gastrolntestinales y acidosis ldctica. EIl GLUCOPHAGE™
esta contraindicado en diabéticos por encima de los 70 afios de edad y en sujetos
con detarioro de la funcién renal o hepética. Finalments, el GLUCOPHAGE™
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posee las mismas tasas de fracaso primario y secundaro que los secretagogos
de insulina.

_ El tratamiento con insulina se establece después que la dieta, el ejercicio y
las medicaciones orales han fracasado en el control adecuado de la glucemia.
Este tratamiento tiene varios inconvenientes: es inyectable, puede causar
hipoglucemia y puede causar aumento de peso. La posibilidad de inducir
hipoglucemia con la insulina limita la medida en que se puede controlar la
hipoglucemia.

Los problemas con los actuales tratamientos requieren de nuevas terapias
_ para tratar |la diabetes de tipo 2. E_n particular, se necesitan nuevos tratamientos
para mantener la secrecion de insulina normal (es decir, giucosa-dependiente).
Dado el papel de los péptidos similares al glucagén (“GLP-1") en la promocién de
la secrecin insulinica regulada por glucosa en el pancreas, los agonistas del
receptor de GLP-1 son potencialmente valiosos en al tratamiento de dichas
enfermedades. Es mas, los antagonistas del receptor del glucagén deberfan
demostrar ser valiosos en el tratamiento de la diabstes de tipo 2, dado el papel del
glucagén en la elevacién de la glucosa plasmética por estimulacion de la
glucogenolisis y la giuconeogenesis.

Los GLP-1 y el glucagén son miembros de una familia de hormonas
peptldicas relacionadas desde el punto de vista estructural: la familia
glucagén/secretina. Dentro de esta familia, el GLP-1(7-36) y el GLP-1(7-37) (30
aminoédcidos y 31 aminoacidos, reépeclivamente) y ol glucagén (30 aminoécidos)
constituyen un conjunto de péptidos altaments homdlogos. Ademas, estas dos
hormmonas se originan a partir de un precursor comn, el preglucagon, el cual, al
procesarse en tejidos especificos, conduce a la produccién de GLP-1 en forma

predominante en el intestino y de glucagén en el pancreas. Los receptores de
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estos dos péptidos son homélogos (58% de identidad) y pertenecen a la familia de
los receptores acoplados a la proteina-G.

El GLP-1 y el glucagén desempefian, ambos, papeles principales en la
homeostasis global de la glucosa. El GLP-1 reduce las concentraciones de
glucosa plasmatica mediado por la secrecién de insulina glucosa-dependiente,
mientras que el glucagén aumenta las concentraciones de glucosa plasmatica.
Dados los importantes papeles del GLP-1 y el glucagén en el mantenimiento de
las concentraciones normales de glucosa sanguinea, ha habido un interés
considerable por la identificacion de los agonistas del receptor del GLP-1 y de los
antagonistas del receptor del glucagén. Estudios clinicos han demostrado la
capacidad de la infusién de GLP-1 para promover la secrecion de insulina y
normalizar la glucosa plasmatica en sujetos diabéticos. Sin embargo, el GLP-1 se
degrada rapidamente y tiene una vida media muy corta en el organismo.
Asimismo, el GLP-1 producs efectos colaterales de motilidad intestinal en o en las
cercanias de sus dosis terapéuticas. Por ende, el propio GLP-1 tiene limitaciones
significativas como agente terapéutico y se estan buscando versiones modificadas
del péptido con estabilidad mejorada. No se han descripto hasta la fecha
agonistas no peptidicos del receptor del GLP-1.

Se han identificado andlogos peptfdicos del glucagdn que actian como
antagonistas del glucagén y reducen la hiperglucemia en ratas diabéticas. Sin
embargo, ninglin antagonista peptidico del glucagén ha avanzado més alla del
desarrollo preclinico. Una cantidad de antagonistas no peptidicos del receptor del
glucagdén de estructuras diversas se han informado en la literatura cientifica y de
patentes. Sin embargo, los intentos por identifi'car inhibidores del receptor del
glucagén molecularmenta pequefios han encontrado limitado éxito in vivo. El

unico antagonista de la accién del glucagén que se sabe activo en un estudio
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clinico es un compuesto identificado como BAY 27-8955. Un efecto colateral
potencial del antagonismo frente al glucagén es la hipoglucemia.

Debido a los efectos colaterales potenciales asociados con la
administracién tanto de un agonista del receptor de GLP-1 como -de un
antagonista del receptor del glucagén solos, una terapia combinada tendrfa la
ventaja de mantener la disminucién buscada de la glucemia reduciendo los
efectos colaterales. La co-administracién, sin embargo, requiere una formulacion
dnica y un enfoque de administracién que brinde perfiles farmacocinéticos
apropiados para ambos péptidos. Este podria ser un obstéculo fundamental para
el desarrollo de semejante terapia.

Sobre la base de lo anterior, existe un considerable potencial para un
péptido de terapia unica que funcione tanto como agonista del GLP-1 como
antagonista del glucagén in vivo.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Esta invencién provee polipéptidos novedosos que funcionan como
agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén y
que son efectivos en el tratamiento de enfermedades y condiciones que pueden
aliviarse por agentes que tengan actividad de agonistas del receptor del GLP-1 y
de antagonistas de! receptor del giucagén. Los polipéptidos de la presente
invencién proveen una nueva terapia para pacientes con, por ejemplo, trastomos
metabdlicos tales como los resultantes de la secrecién disminuida de insulina
enddgena, en particular los diabéticos de tipo 2, o para pacientes con intolerancia
a la glucosa, un estado prediabético que tiene una leve alteracién de la secrecién
de insulina, o la intolerancia a la glucosa en ayunas, u obesidad.

Un aspecto de la invencién es un polipéptido seleccionado del grupo
integrado por las SEC ID NOS:6-32, como asi también fragmentos, derivados y

variantes de polipéptidos que funcionan como agonistas del receptor del GLP-1 y
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como antagonistas del receptor del glucagén a un nivel sustancialmente igual al
de los polipéptidos que se muestran en las SEC ID NOS:6-32 (colectivamente,
“polipéptidos de la invencién®).

Otras realizaciones de la invencién incluyen a polinuciedtidos que codifican
los polipéptidos de la invencién y los vectores y células huésped concurrentes
necesarios para expresar en forma recombinante los polipéptidos.

Otras realizaciones més de la invencion proporcionan métodos para el
tratamiento de la diabetes y/u otras enfermedades o condiciones afectadas por
polipéptidos de la invencién en mamiferos, incluyendo a los humanos. Los
métodos implican la administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de
cualquiera de los polipéptidos de Ia presente invencién a un mamitero.

La invencién también proporciona métodos recombinantes y de sintesis
para preparar polipéptidos de la invencién.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La Figura 1 es un mapa de restriccion de un plasmido tipico que contiene
una secuencia codificadora de un polinucleétido de fusién de un péptido GST.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La invencién proporciona polipéplidos novedosos, como asi también
fragmentos, derivados y variantes de los mismos que funcionan como agonistas
del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén. Los
polipéptidos de la invencién funcionan in vivo como agonistas del receptor del
GLP-1 y como antagonistas del -receptor del giucagén en la prevencién y/o
tratamiénto de enfermedades © condiciones tales como la diabetes, la
hiperglucemia, la intolerancia a la glucosa, la intolerancia a la glucosa en ayunas y
la obesidad. '

El GLP-1 y el glucagén son miembros de una familia de hommonas

peptidicas relacionadas desde el punto de vista de la estructura: la familia
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glucagon/secretina. La alineacién acumulada siguiente muestra as relaciones

estructurales primarias.

Glucagén HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR (SEC 1D NO:1)

GLP-1 (7-36) |HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO:2)

GLP-1 (7-37) |HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO:3)

Las abreviaturas de una sola letra de los aminodcidos se pueden encontrar en
Zubay, Biochemistry 2da. Edicién, 1988, MacMillan Publishing, New York, pag.
33. estos polipéptidos desempefian un papel en la homeostasis global de la
glucosa: el GLP-1 reduce las concentraciones plasméticas de glucosa mientras
que el glucagdn incrementa las concentracionas plasméticas de glucosa.

Dado el papel de los GLP-1s en la promocién de la sacrecién insulinica
regulada por glucosa en el pancreas, los agonistas del receptor de GLP-1 son
potencialmente valiosos en el tratamiento de trastomos metabdlicos y otras
enfermedades. Es més, los antagonistas del receptor del glucagén deberian
demostrar también ser valiosos en el tratamiento de ias enfermedades, dado el
papel del glucagdn en la elevacién de la glucosa plasmédtica por estimulacién de la
glucogenolisis y la gluconeogenssis. Sin ambargo, estos hechos por s{ solos no
garantizan la reduccién de la glucosa in vivo sin inducir significativos efectos
colaterales.

La invencion proporciona polipéptidos nuevos que son agonistas del
receptor de GLP-1 y antagonistas del receptor del glucagén. Sin cefiimos a la
teorfa, creemos que los polipéptidos de la invencion son capaces de reducir los
niveles de glucosa in vivo por estimuiacion de la liberacién de insulina de las
células beta pancreéticas de manera glucosa-dependiente, reduciendo al mismo
tiempo la secrecién de glucosa del higado mediada por glucagon.

Polipéptidos agonistas del receptor del GLP-1 y antagonistas del receptor del
glucagodn
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Los polipéptidos de la invencién funcionan como agonistas del receptor del
GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén. Ei componente agonista
del receptor del GLP-1 de dichos polipéptidos activa al receptor del GLP-1 en uno
0 mas ensayos in vitro o in vivo de activacion del receptor del GLP-1. Ejemplos de
dichos ensayos incluyen, pero no se limitan a, ensayos in vitro de induccién del
cAMP en células RINmSF, ensayos in vitro de induccién de ia secrecién de
insulina de las células P pancredticas, ensayos in vivo de reduccién de los niveles
piasméticos de glucosa y ensayos in vivo de elevacion de los niveles plasméticos
de insulina, segun se describe en los ejemplos espacflicos mas adelante.

Los polipéptidos de la invencidén también demuestran actividad antagonista
del receptor del glucagén en uno o més ensayos in- vitro o in vivo de inhibicién de
la act_ivacién del receptor del glucagon. Ejemplos de dichos ensayos incluyen,
pero no se limitan a, ensayos in vitro de inhibicion del aumento del cAMP celular
mediado por glucagén, ensayos in vitro para medir [a inhibicién de la liberacién de
glucosa mediada por glucagén de, por ejemplo, hepatocitos cultivados, o0 ensayos
in vivo de produccién de glucosa estimulada por glucagén, seguin se describe en
los ejemplos especfficos mas adelante.

Los polipéptidos preferidos de al invencion se seleccionan del grupo
integrado por: (1) SEC ID NOS:6:§2 y (2) sus fragmentos, derivados, variantes y
andlogos que funcionen como antagonistas del receptor del GLP-1 y como
antagonistas del receptor del glucagon sustancialmente al mismo nivel que
cualquiera de los polipéptidos que se muestran en SEC ID NOS:6-32.

Los polipéptidos de la pressnte invencién pueden ser polipéptidos
naturales, polipéptidos récombinantes o polipéptidos sintéticos.

Los polipéptidos fragmentarios, derivados, variantes y andlogos retienen
sustancialmente la misma funcién o actividad biolégica que, por ejemplo, los

polipéptidos que se muestran en la SEC ID NOS:6-32. “Sustancialmente la misma
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funcion o actividad biolégica” es aproximadamente del 30% al 100% (es decir, el
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%) o mas de la misma actividad biolégica del
polipéptido de extensién completa con el cual se compara.

Denivados .

Los derivados incluyen a polipéptidos de la i-n.vencién que han sido
modificados quimicamente para otorgarles una estructura y/o funcién adicional.
Por ejemplo, puede agregarse polietilenglicol (PGE) o un é4cido graso a un
polipéptido para mejorar su vida media. Se pueden construir también polipéptidos
de fusién que confieran. una especificidad de blanco o una actividad adicional,
segun se describe con mayor detalle més adelante.

Los derivados se. pueden modificar ya sea por medio de un proceso
natural, tal como el procesamiento po:sttraduccjonal, como por medio de técnicas
de modificacién quimica, siendo ambos bien conocidos en el arte. Las
modificaciones pueden ocurrir en cualquier parte del polipéptido, incluida la
cadena peptidica, las cadenas Ilaterale; de los aminoacidos y los extremos amino
o carboxilo terminales. Se podra apreciar que puede estar presente el mismo tipo
de modificacién en la misma o diversa medida en varios sitios de un dado
polipéptido. También, una variante pucide contener uno o més tipos diferentes de
modificaciones. Los polipéptidos pueden ser, por ejemplo, ramificados, por
ejemplo, corno consecuencia de la ubiquitinacién, y pueden ser ciclicos, con o sin
ramificacion.

Otras modificaciones quimicas incluyen la acetilacién, acilacion, ribosilacion
con ADP, amidacién, unién covalente de la flavina, unién covalente de un grupo
hemo, unién covalente de un nucleétido o derivado de nucledtido, unién covalente
de un lipido o derivado de lfpido, unién covalente del fosfatidilinositol,
entrecruzamiento, ciciacién, formacién de enlaces disulfuro, desmetilacion,

formacion de entrecruzamientos covatentes, formacién de cistaina, formacién de
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piroglutamato, formulacién, gamma-carboxlacién, glicosilacién, formacion de un
ancla de GPI, hidroxilacién, iodacién, metilacién, miristollacién, oxidacién,
incorporacién de un resto de PEG, procesamiento proteolitico, fosforilacién,
prenilacién, racemizacién, selenoilacién, sulfatacién, adicion de aminoécidos a
proteinas, tal como la arginilacion, mediada por ARN de transferencia y
ubiquitinacién. (Ver, por ejemplo, T.E. Creighton, PROTEINS, STRUCTURE AND
MOLECULAR PROPERTIES, 2da. Edicién, W.H. Freeman and Company, New
York (1993), POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF
PROTEINS, B.C. Jonson, ed., Academic Press, New York, paginas 1-12 (1983);
Seifter et al., Meth. Enzymol 182:626-46 (1990); Ratan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci.
663:48-62, 1992).

Los derivados incluyen también a polipéptidos que se han fusionado con
otro polipéptido, como por ejemplo la alblimina sérica humana, para mejorar su
perfil farmacocinético. La fusién de dos polipéptidos se puede lograr por cualquier
medio conocido por un experto en ol arte. Por ejemplo, pueden clonarse un ADN
que codifica la albiimina sérica humana y una secuencia de ADN que codifica un
polipéptido de la invencién en cualquier vector de expresion de mamifero
conocido por un experto en el arte. Se prefiere la localizacién de un polipéptido de
la invencién en posicién N-terminal raspecto del otro polipéptido pues parece gue
se requiere una histidina N-terminal para la actividad del receptor del GLP-1
(Kawa, Endocrinology Aproximadamente,124(49):1768-73, 1989). La proteina de
fusién recombinante resultante puede entonces expresarse transformando una
linea celular adecuada, tal como HKB o CHO, con el vector y expresando la
proteina de fusién.

Los derivados preferidos incluyen a polipéptidos de la invencién (SEC ID
NOS:6-32) a los cuales se ha unido un resto de PEG o un resto de cido graso. El

resto de PEG puede ser, por ejemplo, -un PEG de peso molecular mayor de 22
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kDa, con preferencia un peso molecular de entre 25 kDa y 100 kDa (por ., 25,
30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 kDa), y con mayor
preferencia un peso molecular de entre 35 kDa y 45 kDa (por ej., 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44 6 45 kDa). Ejemplos de dichos polipéptidos unidos a PEG
son aquellos que contienen un resto de PEG de 22 kDa unido al residuo de
cisteina de la posicién 31 de las SEC ID NOS:18 6 25. Ver las SEC ID NOS:20 y
26 y la Tabla 2. como altemnativa, puede estar unido un resto de PEG de 43 kDa al
residuo de cisteina de la posicion 31 de la SEC ID NO:25. Ver la SEC ID NO:27 y
la tabla 2. Puede agregarse un resto de PEG a un residuo de cisteina de
polipéptidos de la invencién por métodos bien conocidos en el arte; ver, por
ejemplo, el Ejemplo 19.

Otros derivados preferidos fienen un resto de &cido graso unido al
polipéptido. El resto de acido graso puede ser, por ejemplo, un écido graso de
entre Ci2 y Cz0, con preferencia un &cido graso de entre Cis ¥ Cis ¥, por sobre
todo, con mayor preferencia, de Cis. 8jemplos de dichos polipéptidos son las SEC
ID NOS:28-32, que contienen un resto de écido graso de Cis (palmitato) unido a
un residuo de lisina dentro del péptido. Ver la Tabla 2. puede agregarse un resto
de acido graso a un residuo de lisina de polipéptidos de la invencién por métodos
bien conocidos en el arte como,' por ejemplo, la acilacion de &cidos grasos
(Knudsen et al., J. Med. Chem. 43:1664-1669, 2000).

Variantes

Las variantes son polipéptidos de la invencién que poseen uno 0 més
cambios en la secuencia de aminodcidos con respecto a las secuencias de
aminoécidos que se muestran en SEC ID NOS:6-32.. las variantes también
pueden tener aminoécidos unidos entre si por enlaces peptidicos modificados, es
decir isosteros de péptidos, y pueden contener aminoécidos diferentes de los 20

aminodacidos naturales.
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Con preferencia, las variantes contienen una o mds sustituciones de
aminoacidos conservativas (es dacir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 sustituciones),
con preferencia en residuos de aminoécidos no esenciales. Un residuo de
aminoacido “no esencial® es un residuo que puede alterarse a partir de una
secuencia de proteina de. tipo salvaje. sin alterar su actividad biolGgica, mientras
que un residuo de aminodcido “esencial” se requiers para la actividad biolégica.

Una sustitucién de aminoécido conservativa es aquella en la cual el residuo de

- aminoécido se reemplaza por un residuo de aminodcido que tiene una cadena

lateral similar. Se han definido en el arte las familias de residuos de aminodcidos
que poseen cadenas laterales similares. astas familias incluyen a a minoécidos
con cadenas laterales basicas (por-ej. lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (por ej. dcido aspartico, écido glutamico), cadenas laterales polares no
cargadas (por e. glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina), cadenas laterales no polares (por ej. alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadenas laterales beta-rar_nificadas
(por ej. treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas (por ej.
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Las sustituciones no conservativas no
se harian para residuos de aminoécidos conservados o para residuos de
aminoacidos con localizacién en un dominio de proteina conservado.

Las sustituciones conservativas de aminodcidos se realizan con preferencia
en las posiciones 11, 12, 16, 17 6 18 del polipéptido de consenso que se muestra
en la SEC ID NO:34. La posicién 11 es con preferencia R, S, A, K, Go T, y con
mayor preferencia R, A, G 0 S. La posicién 12 es con preferencia K, N, R, H, A, S
o Q, y con mayor preferencia K, A, S o N. La posicién 16 es con preferencia K, R,
V.LLM,F, W, Y, AST,N,Q,GoH, y con mayor preferenciakK, V,,F, A, S o
N. La posicidn 17 es con preferencia D, E HL K. R, F.LL M Y, VW, A S5, T, N,
QoG Yy cor; mayor preferencia R, A, L, M, V, S, H, E o Q. La posicién 18 es con
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preferencia K, R, F, |, L, Y, V, M, A, G o H, y con mayor preferencia K, R, F, |, .L, Y
0 A Todas las posibles combinaciones de sustituciones en las posiciones 11, 12,
16, 17 y 18, incluyendo la no susfitucién en cualquiera, en dos, en tres 0 en cuatro
de estas posiciones, quedan previstas en forma especifica.

Las variantes también incluyen a polipéptidos que difieren en su secuencia
de aminoécidos debido a mutagénesis. Las varantes que funclonan como
agonistas del receptor del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén
pueden identificarse detectando bibliotecas combinatorias de mutantes; por
ejemplo, los mutantes de polipéptidos con sustituciones conservativas en 1 o més
posiciones (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 posiciones) pueden ensayarse
para detectar la actividad agonista del .receptor del GLP-1 y la actividad
antagonista del receptor del glucagén utilizando métodos bien conocidos en el
arte y que se describen en los ejemplos especificos més adelante.

Anédlogos

Un andlogo incluye a un propolipéptido, en donde el propolipéptido incluye
a una secuencia de aminoa‘.cidt;s de un polipéptido de la invencidn. Los
polipeptidos activos de la invencién pueden sufrir ruptura de los aminoécidos
adicionales de la molécula del propolipéptido por procesos naturales in vivo o por
procedimientos bien conocidos en el arte, tales como ruptura enzimética o
quimica.

Fragmentos

Un fragmento es un polipéptido menor que uno de extensién total de la
invencién, que incluye un derivado, varante o andlogo de extensién total, que
posee actividad agonista del receptor del GLP-1 y antagonista del receptor del
glucagon.

Cualquier secuencia de polinucleétido que codifique un polipéptido de la

invencién se puede utilizar para expresar el polipéptido. Los polinucledtidos
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pueden consistir sélo en una secuencia codificadora para un polipéptido o pueden
incluir secuencias codificadoras y/o no-codificadoras adicionales.

Las secuencias de polinucledtidos que codifican un polipéptido de la
invencién se pueden sintetizar en todo o en parte utilizando métodos quimicos
bien conccidos en el arte (ver, por sjemplo, Caruthers et al,, Nucl, Acids Res.
Symp. Ser. 215-23, 1980; Hom et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-32, 1980).
El polinucledtido que codifica el polipéptido puede luego clonarse en un vector de
expresion para expresar el polipéptido 0 en un vector de clonacién, para propagar
el polinucledtido.

Como comprenderén aquellos con experiencia en el arte, puede resultar
ventajoso producir las secuencias codificadoras de polipéptidos que posean
codones no naturales. Por ejemplo, se pueden seleccionar codones prefaridos por
un huésped procariota 0 eucariota para aumentar la velocidad de exprasién de un
polipéptido 0 para producir un transcripto de ARN que posea propiedades
deseables, tales como la vida media, que sea mayor que la de un transcripto
generado a partir de la secuencia natural.

Las secuencias nucleotidicas descriptas aqui pueden prepararse mediante
ingenieria genética utilizando métodos generalmente conocidos en el arte para
alterar las secuencias codificadoras de polipéptidos por una variedad de razones,
que incluyen, sin ser limitativos, alteraciones que modifican la clonacidn,
procesamiento y/o expresion del polipéptido o del mARN producto. La
transposicion del ADN mediante fragmentacion aleatoria y el reensamblado de
fragmentos de genes y de oligonucledtidos por PCR pueden usarse para preparar
secuencias nuclectidicas mediante ingenieria genética. Por ejemplo, puede
utilizarse la mutagénesis de sitio dirigido para insertar nuevos sitios de restriccién,
alterar patrones de glicosilacién, cambiar la preferencia por codones, producir

variantes de corte, introducir mutaciones, stc.
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Vectores

La prase;nte invencién también incluye a vectores de clonacién y de
expresién que comprenden una o mas secuencias nuclectidicas que codifican un
polipéptido de la invencién. La secuencia nucleotidica puede insertarse con
orientacion hacia delante o hacia atrds. Una secuencia de ADN puede insertarse
en un vector por una variedad de procedimientos. En general, una secuencia de
ADN se inserta en un sitio de endonucle'asa de restriccién apropiado por
procedimientos conocidos en ol arte y descriptos en Sambrook et al.,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2da. Edicién (Cold Spring
Harbor, N. Y., 1989). Se considera a estos procedimientos y a otros incll.iidos en
el alcance de [os expertos en el arte.

Ejempios de veciores de clonacién incluyen , sin ser limitativos, a pBR322,
pUC18, pUC19, pSport y pCRIl.

En un aspecto preferido de esta realizacién, un vector de expresion
comprende ademas secuencias regulatorias, que incluyen, por ejemplo, a un
promotor, ligadas operativamente a la secuencia codificadora. Los expertos en el
arte conocen un gran nimero de vectores y promotores de expresién apropiados
y se pueden adquirir en el comercio. Los vectores de expresién siguientes se
presentan a modo de ejemplo. Los vectores de expresién bacterianos incluyen,
sin ser limitativos, a pQE70, pQE60, pQE-8 (Qiagen), pBS, phagescript, psiX174,
pBluescript SK, pBskS, pNHBa, pNH16a, pNH18a, pNH46a (Stratagens);
pTRC99A, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, PRIT5 (Pharmacia). Los vectores de
expresién eucariotas incluyen, sin- ser limitativos, a pWLneo, pSVacat, pOG44,
pXT1, pSG (Stratagene), pSVKS, pBPV, pMSG, PSVL (Pharmacia). Sin-embargo,
puede utilizarse cualquier otro vector de clonacién o expresién en ia medida que
sea replicable y viable en el hudsped deseado. Las regiones de promotor se

pueden seleccionar de cualquier gen deseado utilizando vectores de expresidn
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CAT (cloranfenicol transferasa) u otros vectoras con marcadores seleccionables.
Dos vectores apropiados son el pKK232-8 y el pCM7. Promotores bacterianos con
nombres particulares incluyen a laci, lacZ, T3, T7, gpt, lambda Pg, P. y trp. Los
promotores eucariotas incluyen al CMV temprano inmediato, HSV timidina
quinasa, SV40 temprano y tardio, LTRs de retrovirus y metalotioneina-l de ratén.
La seleccién de un vector y un promotor adecuados esta dentro del nivel comiin
ds la capacldad de un experto del arte. '

Un vector de expresién también puede contener un sitio de unién a
ribosomas para el inicio de la traduccidn, un terminador de transcripcién y
secuencias adecuadas para amplificar la expresién. Los vectores de expresién
pueden contener un gen que confiera un rasgo fenotipico para la seleccién de
células huésped transformadas, tal como la dihidrofolato reductasa o la
resistencia a la neomicina para un cultivo de células eucariotas, o tal como Ia
resistencia a las tetraciclinas o la ampicilina para un cultivo de E. coli.

Bibliotecas

En una realizacién, se genera una biblioteca de variantes por mutagénesis
combinatoria a nivel de los 4cidos nucleicos y es codificada por una biblioteca
genética variegata. Puede producirse una biblioteca de variantes, por ejemplo,
ligando enziméaticamente una mezcla de oligonucledtidos sintéticos en secuencias
genéticas tales que un conjunto degenerado de secuencias de aminoécidos
variantés potenciales sea expresable como polipéptidos individuales, o,
alternativamente, como un conjunto de proteinas de fusién mas grandes (por
ejemplo, para despliegus de fagos) que contengan el conjunto de secuencias en
las mismas.

Existe una variedad de métodos que se pueden utilizar para producir
bibliotecas de variantes potenciales a partir de una secuencia de oligonucleétidos

degenerada. La sintesis quimica de una secuencia genética degenerada puede
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realizarse en un sintetizador automético de ADN, y luego ligarse & un vector de
expresion apropiado. El uso de un conjunto degenerado de genes permite la
provisién, en una mezcla, de. todas las secuenclas que codifican el conjunto
deseado de secuencias anélogas potenciales. Se conocen en el arte métodos
para sintetizar oligonucledtidos degenerados (ver, por sejemplo, Narang,
Tetrahedron 39:3 (1983); ltakura et al, Annu. Rev. Biochem. 53:323 (1984);
ltakura et al., Science 198:1056 (1984); ke et al., Nucleic Acid Res. 11: 477,
1983).

Se conocen en el arte divers;as técnicas para detactar productos génicos de
bibliotecas combinatorias preparados mediante mutaciones puntuales ©
truncamiento y para detectar bibliotecas de cADN para productos génicos que
tengan una propiedad seleccionada. Dichas técnicas son adaptables para la
deteccion rdpida de las bibliotecas génicas generadas por la mutagénesis
combinatoria de los polipéptidos de la invencién. Las técnicas méas utilizadas, que
se pueden adaptar al andlisis de alto rendimiento para detectar grandes
biblictecas génicas, incluyen tipicamente la clonacién de la biblioteca génica a
vectores de expresion replicables, la transformacién de células apropiadas con la
biblicteca resultante de vectores y la expresion de los genes combinatorios en
condiciones en las cuales la deteccion de una actividad deseada facilite el
aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. La
mutagénesis de ensamblado recursivo (REM), una técnica que intensifica la
frecuencia de los mutantes funcionales de las bibliotecas, puede utilizarse en
combinacién con los ensayos de deteccion para identificar las variantes
deseadas.

Células huésped
La presente invéncién también proporciona células huésped que contienen

los vectores descriptos anteriormente. La célula huésped puede ser una célula
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eucariota superior, tal como una célula de mamifero, o una célula eucariota
inferior, tal como una célula de levadura. En forma alternativa, la célula huésped
puede ser una célula procariota, tal como una célula bacteriana.

Las células huésped se pueden procesar mediante ingenieria genética
(transducidas, transformadas o transfectadas) con los vectores de clonacién o
expresion de la invencidn. El vectar puede encontrarse, por ejermplo, en forma de
pldésmido, de particula viral o de fago. Las células huésped tratadas mediante
ingenieria genética pueden cultivarse en medios nutrientes convencionales
modificados segln sea adecuado para la activacién de los promotores o las
selaccién de los transformantes. La seleccién de las condiciones apropiadas de
cultivo, tales como la temperatura y el pH, estd dentro del nivel comin de la
capacidad de un experto del arte. -

Como ejemplos representativos de huéspedes apropiados se incluyen, sin
ser limitativos, células bacterianas tales como E. coli, Saimonella typhimurium,
Streptomyces; células flungicas, tales como levaduras; células de insectos tales
como la Drosophila S2 ty la Spodoptera Sf9; células de mamifero tales como las
CHO, COS o de melanoma de Bowas. La seleccién de un huésped apropiado se
considera dentro del alcance de los expertos del arte a partir de las ensefianzas
contenidas en la presente.

La introduccién el constructo en la célula huésped puede efectuarse, por
ejemplo, mediante transfeccién con fosfato de calcio, transfeccién mediada por
Dextrano DEAE o por electroporacién (Davis et al., BASIC METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY, 1986). Los constructos de las células huésped pueden
usarse de modo convar{cional para producir el producto genético codificado por la

secueancia recombinante.
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Expresion de Proteinas

Pueden expresarse proteinas maduras en células de mamifero, de
levaduras, de bacterias o0 en ofras células bajo el control de promotores
apropiados. Pueden emplearse también sistemas de traduccién libres de células
para producir dichas proteinas utiliéando ARNs derivados de constructos de ADN
e la presente invencidn. Se describen vectores de clonacién y expresién
adecuados para utilizar con huéspedes procariotas y eucariotas, segin se
menciond enteriormente y en Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 2da. Edicién (Cold Spring harbor, N. Y., 1988).

La transcripcidn de un ADN que codifica polipéptidos de la presente
invencién por eucariotas superiores puede incrementarse insertando una
secuencia amplificadora en el vector de expresién. Los ampliticadoras son
elementos de ADN que actian en forma cis, habituaimente de entre
aproximadamente 10 a 300 pb, que actian sobre un promotor para incrementar
su transcripcion. Los ejemplos incluyen al amplificador SV40 en el lado tardio del
origen de replicacién (pares de bases 100 a 270), a un amplificador del promotor
temprano del citomegalovirus, a un amplificador de polioma del lado tardio del
origen de replicacién y a los amplificadores de adenovirus. Por lo general, los
vectores de exprasion recombinante incluirdn origenes de replicacién vy
marcadores seleccionables que permitan la transformacién de la célula huésped,
por ej. el gen de la resistencia a la ampicilina de E. coli y el gen TRP1 de S.
cerevisias, y un promotor derivado de un gen altamente expresado para dirigir la
transcripcién de una secuencia estructural corriente ébajo. Dichos promotores
pueden derivar de operones que codifiquen enzimas glicollticas tales como la 3-
fostoglicerato quinasa (PGK), el factor a, la fosfatasa Acida o las proteinas de
choque térmico, entre otras. La secuencia est.ructural heterdloga se ensambia en

fase apropiada con las secuencias de traduccién, iniciacién y terminacion y, con
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preferencia, con una secuencia lider capaz de dirigir la secrecién de la proteina
traducida al espacio peripldsmico o al medio extracelular. En forma opcional, la
secuencia heterdloga puede codificar una proteina de fusion que incluya un
péptido de jdentificacién de aminoécidos N-terminales que imparta caracteristicas
deseadas, como por ej., la estabilizacién o la purificacidn simplificada del producto
recombinante expresado.

Después de la transformat_:ién de una cepa adecuada del huésped y del
crecimiento de la cepa del huésped hasta una densidad celular apropiada, el
promotor seleccionado se desreprime por medios apropiados (por ¢j. cambio de
temperatura o induccion quimica) y las células se cultivan por un periodo
adicional. Las células se cosechan tipicamente por centrifugacién y se desgarran
por medios tisicos 0 quimicos. El extracto bruto resultante se conserva para su
posterior purificacién. Las células microbianas empleadas en la expresién de
protelnas pueden desgarrarse por cualquier método conveniente, incluyendo los
ciclos congelacién-dascongelacion, la sonicacion, la disrupcién mecénica o el uso
de agentes de lisado celular.

Pueden utilizarse también diversos sistemas de cultivo de células de
mamifero para expresar proteinas recombinantes. Ejemplos de sistemas de
expresién de mamiferos incluyen a las lineas COS-7 de los fibroblastos de rifién
de mono, descriptas por Gluzman, Cell 23:175 (1981) y a otras lineas celulares
capaces de expresar un vector compatible, como, por ejemplo, las lineas
celulares C127, 3T3, CHO, Hela y HBK.

Furificacion de proteinas

Los polipéptidos de la presente invencién se pueden recuperar y purificar a
partir de cultivos celulares recombinantas por métodos bien conocidos en el arte,
incluyendo la precipitacién con sulfato de amonio o etanol, la extraccién con

écidos, la cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, la cromatografia
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sobre fosfocelulosa, la cromatograffa de interaccién hidrofébica, la cromatografia
de afinidad, la cromatografia sobre hidroxiapatita y la cromatografia de lectinas.
La cromatografia Ifquida de alta resolucién (HPLC) puede emplearse como paso
final de purificacion.

Los polipéptidos de la invencién pueden aislarse convenientemerﬁe segun
se describe en los ejemplos especificos mas adelante. Un polipéptido purificado
tisne por lo menos aproximadamente un 70% de pureza, o sea que el polipéptido
aislado esta sustanciaimente libre de material celular y tiene menos de
aproximadamente el 30% (en peso seco) de material no-polipeptidico. Con
prefarencia, los preparados tienen una pureza de entre el 85% y el 99% (es dacir,
85, 87, 89, 91, 93, 95, 96, 97, 98 y 99%). La pureza de los preparados puede
determinarse por cualquier medio conocido en el arte, tal como la electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS, espectrometria de masa y cromatografia
liquida.

Modificacion post-traduccional

Dependiendo del huésped empleado en un procedimiento de produccién
recombinante, los polipéptidos de la invencion se pueden glicosilar con hidratos
de carbono de mamiferos u otros eucariotas 0 pueden ser no-glicosilados. Los
polipdptidos de la invencién también pueden incluir un residuo inicial del
aminodcido metionina.

Sintesis quimica

Como altemativa, los polipéptidos de la invencién pueden producirse
utilizando métodos quimicos para sintetizar su secuencia de aminoécidos, tal
como por sintesis de péptidos diracta usando técnicas de fase sdlida (ver, por
ejemnplo, Merritield, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149 - 2154, 1963; Roberge et al,
Science 269, 202 — 204, 1995). La sintesis de polipéptidos puede realizarse

utilizando técnicas manuales o por automacion. La sintesis automatizada puede
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lograrse, por ejemplo, usando el Applied Biosystems 431A Peptide Synthesizer
(Perkin Elmer). En forma opcional, los fragmentos de un polipéptido se pueden
sintetizar separadamente y combinarse usando métodos qufmicos para producir
una molécula de extensién completa.

Un polipdptido recién sintetizado puede purificarse en forma sustancial por
medio de cromatografia liquida de alta resolucion (ver, por ejemplo, Creighton,
Proteins: Structures And Molecular Principles, WH Freeman and Co., New York,
N.Y., 1983). La composicién de un polipéptido sintético de la presente invencion
se puede confirmar mediante andlisis 0 secuenciacién de aminoécidos, por
ejemplo mediante el procedimiento de degradacién de Edman (ver Creighton, més
arriba). Ademds, cualquier porcién de la secuencia de aminodcidos del polipéptido
se puede alterar durante la sintesis directa y/o combinarse usando métodos
quimicos con secuencias provenientes de otras protelnas para producir una
variante de polipéptido o un polipéptido de fusion.

Aplicaciones Farmacduticas

Los polipéptidos de la presente invencién pueden utilizarse para tratar la
diabetes de tipo 2 (diabetes mellitus no-insulino dependiente) y/o evitar que los
sujetos con intolerancia a la glucosa, intolerancia a la glucosa en ayunas,
hipoglucemia y/u obesidad, desarrollen una diabetes de tipo 2.

Composiciones farmacéuticas

Los polipéptidos de la presente invencion pueden combinarse con un
vehfculo aceptable para uso- farmacéutico para formar una composicion
farmacéutica para administracién parenteral. Dichas composiciones comprenden
una cantidad terapéuticamente efactiva del polipéptido y un vehiculo o excipiente
aceptable para uso farmacéutico. Los vehiculos aceptables para uso farmacéutico

incluyen, pero sin ser limitativos, la solucién salina, 1a solucion salina bufferizada,
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la dextrosa, el agua, el glicerol, el etanol y sus combinaciones. La formulacion
debe adaptarse a la modalidad de administracién.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de manera
conveniente, por ej., por via oral, topica, endovenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutdnea, intranasal o intradérmica. Las composiciones
farmacéuticas se administran en una cantidad que resulte efectiva para el
tratamiento y/o profilaxis de la indicacion especifica. Las dosis adecuadas oscilan
entre aproximadamente por lo menos 3,5 ng de polipéptido activo (es decir, sin
incluir e peso de un resto de PEG o &cido grasoykg de peso corporal y
aproximadamente 100 ug/kg de peso corporal por dia. En la mayoria de los
casos, la dosis es de entre aproximadamente 0,1 ug/kg y aproximadamente 35
ug/kg (es decir, 0,1, 1, 5, 10; 15, 20, 25, 30 y 35 ug/kg) de peso corporal por dfa,
teniendo en cuemta las vias de administracidn, sintomas, etc. Estos nimeros no
tienen en cuenta la biodisponibilidad del péptido in vivo, en cuyo caso puede
usarse mayor 0 menor cantidad para alcanzar la dosis efectiva deseada. La
determinacion de una dosis esta dentro de la capacidad comun del experto del
arte y requiere sdlo deteccién de rutina. .

Los polipéptidos de la presents invencién también pueden emplearse en
combinacion con ofros agentes farmacéuticos Utiles en el tratamiento de la
diabetes, [a intolerancia a la glucosa en ayunas, la intolerancia a la glucosa, Ia-
hiperglucemia y la obesidad. Los agentes apropiados incluyen a los secretagogos
de insulina, los insulino-sensibilizantes y la metformina HCI.

La invencién también provee envases o equipos farmacéuticos que
comprenden uno © mas recipientes llenos con uno o més de los ingredientes de
las composiciones farmacéuticas de la invencién. Puede estar asociado al envase

0 equipo un aviso en forma prescripta por una agencia gubemamental que regule
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la fabricacion, uso o venta de férmacos o productos bioldgicos y que refleje la
aprobacién por parte de la agencia.
Terapia génica

Un polipéptido de la invencién también puede expresarse in vivo, lo cual
con frecuencia se denomina “terapia génica". Asi, por ejemplo, pueden obtenerse
células mediante ingenieria gensética con un palinucleétido (ADN o ARN) que
codifique el polipéptido ex vivo y luego administrarse aéas células a un paciente
para ser tratado con el polipéptido. Dichos métodos son bien conocidos en el arte.
Por ejemplo, se pueden obtener células mediante ingenieria genética por
procedimientos conocidos en al arte usando una particula retroviral que contanga
un ARN que codifique los polipéptidos de la presente invencion.

En una realizacién preferida, al ADN que codifica los polipéptidos de la
invencién se utiliza en terapia génfca para trastomos tales como la diabetes. De
acuerdo a esta realizacién, la terapia génica con el ADN que codifica los
polipéptidos de la invencidn se provee a un paciente que la necesita en forma
concurrents con ¢ inmediatamente después del diagndstico.

La administracién local de polipéptidos que utiliza la terapia génica puede
suministrar el agente terapéutico al area blanco, es decir el péncreas. Por
ejemplo, se utilizé un promotor especifico para crear un modelo de tumor
pancreatico en células beta de ratén (Hanahan, Nature 315 (6015): 115-22, 1985).

Se consideran tanto metodologias de terapia génica in vitro como in vivo.
se conocen varios métodos para transferir genes potenciaimente terapéuticos a
poblaciones celulares definidas. Ver, por ej., Muiligan. Science 260; 926-31, 1993.
astos métodos inclt-Jyen:

1) Transferencia directa de genes. Ver, por ej., Wolf et al., “Direct Gene
transfer Into Mouse Muscle /n Vivo", Science 247:1465-68, 1990;
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2) Transferencia de ADN mediada por liposomas. Ver, por ej., Caplen et al.,
‘Liposome-mediated CFTR Gene Transfer To The nasal Epithelium Of Patients
UIT Cystic Fibrosis", Nature Med. 3:39-46, 1995; Cristal, “The Gene As A Drug",
Nature Med. 1:15-17, 1995; Gao y Huang, “A Novel Cationic Liposome Reagent
For Efficient Transfaction Of Mammalian Cells”, Biochem. Biophys. Res. Comm.
179:280-85, 1991;

3) Transferencia de ADN mediada por retrovirus. Ver, por ej., Kay et al., “In
Vivo gene Therapy Of Hemophilia B: Sustained Partial Correction In Factor IX-
Deficient Dogs”, Science 262:117-19, 1993; Anderson, "Human Gene Therapy”,
Science 256:808-13, 1992.

4) Transferencia de ADN mediada por Virus del ADN. Dichos virus del ADN
incluyen a los adenovirus (con preferencia los vectores basados en Ad-2 6 Ad-5),
los virus del herpes (con preferencia vectores basados en el virus del herpes
simplex) y parvovirus (con preferencia vectores basados en parvovirus
“defectuosos” o no auténomos, con mayor preferancia vectores basados en virus
adeno-asociados y, por sobre todo, con mayor preferencia, vectores basados en
AAV-2). Ver, por ej., Ali et al., "Tl;e Use Of DNA Viruses As vectors For Gene
Therapy”, Gene Therapy 1.367-84, 1994; Patente de los Estados Unidos
4.797.368 y Patente de los Estados Unidos 5.139.841.

Sistemas de vectores para terapia génica

La sleccién de un sistema de vactores particular para transferir un gen de
interés dependera de una variedad de factores. Un factor importante es la
naturaleza de |a poblacién celular blanco. Aungue los vectores retrovirales se han
estudiado y usado extensamente en una cantidad de aplicaciones de terapia
génica, estos vectores por lo general son inapropiados para infectar células que
no estan en divisién. Ademas, los retrovirus tienen una oncogenicidad potencial.

" Sin embargo, desarrolios recientes en el campo de los vectores lentivirales
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pueden evitar algunas de estas -Iimitaciones. Ver Naldini et al., Science 272:263-7,
1996.

El experto en el arte podra apreciar que cualquier vector de terapia génica
adecuado que codifique polipéptidos de la invencién puede usarse de
conformidad con esta realizacién. Son conocidas las técnicas para construir
dichos vectores. Ver, por ej., Anderson, Nature 392 25-30, 1998; Verma y Somia,
Nature 389 239-242, 1998. la introduccién del vector al sitio blanco puede lograrse
usando técnicas conocidas.

Los vectores de terapia génica adecuados incluyen a uno o més
promotores. Los promotores adecuados que se pueden utilizar incluyen, sin ser
limitativos, a los promotoras virales (por ej. el LTR retroviral, el promotor SV40, el
promotor tardio principal del adenovirus, el promotor del virus sincitial respiratorio,
el promotor del parvovirus B19 y el promotor del citomegalovirus humano (CMV)
descripto en Miller et al., Biotechniques 7(9): 980-990, 1989), los promotores
celulares (por ej. los promotores de la histona, el polipéptido 1ll y la p-actina) y los
promotores inducibles (por e). el promotor MMT, el promotor de ia metalotionefna
y el promotor del choque térmico). La seleccién de un promotor adecuado sera
evidente para aquellos con experiencia en el arte a través de las ensefianzas
contenidas en la presente.

Retrovirus _

Los retrovirus a partir de los cuales pueden derivar los vectores de los
plésmidos retrovirales mencicnados anteriormente incluyen, sin ser limitativos, al
Virus de la Leucemia Murina Moloney, el virus de la necrosis del bazo, los
retrovirus tales como el Virus del sarcoma Rous, el Virus del Sarcoma Harvey, el
virus de la leucosis de las aves, el virus dela leucemia del mono gibén, el virus de

inmunodeficiencia humana, el Virus del Sarcoma Mieloproliferarivo y el virus del
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tumor de mama. En una realizacion, el vector de! pldsmido retroviral se deriva de!
Virus de la Leucemia Murina Moloney.

El vector del plasmido retroviral se utiliza para transducir lineas celulares
de empaquetamiento para formar lineas celulares productoras. Ejemplos de
células de empaquetamiento que se pueden trasnfectar incluyen, sin ser
limitativos, a las lineas celulares PE501, PA317, y-2, y-AM, PA12, T19-14X, VT-
19-17-H2, wCRE, wCRIP, GP+E-86, GP+envAm12 y DAN, segun se describe en
Miller, Human Gene Therapy, 1: 5-14, 1880. El vector puede transducir las células
de empaquetamiento a través de cualquier medio conocido en el arte. Dichos
medios incluyen, sin ser limitativos, la electroporacién, el uso de liposomas y la
precipitacién con CaPQ4. En una altemnativa, el vector del pldsmido retroviral
puede estar encapsulado en un liposoma o acoplado a un lipido y luego
administrarse a un huésped. La linea celular productora genera particulas del
vector retroviral que incluye a la(s) secuencia(s) de écido nucleico que codifica(n)
los polipéptidos de la invencién. Luego dichas particulas de vector retroviral
pueden usarse para transducir células eucariotas, ya sea in vitro o in vivo. Las
células eucariotas transducidas expresaran la(s) secuencia(s) de &cido nucleico
que codifica(n) los polipéptidos de la invencion. Las células eucariotas que se
pueden transducir incluyen, sin ser limitativos, las células germinales
embrionarias, las células de carcinoma embrionario como asi también las células
germinales hematopoyéticas, los hepatocitos, los fibroblastos, mioblastos,
queratinocitos, células endoteliales y células del épitelio brongquial.

Adenovirus y virus adeno-asociados

Los adenovirus tienen la ventaja de que tienen un amplio rango de
huéspedes, pueden infectar células en reposc o diferenciadas en forma terminal,
tai como las neuronas o hepatocitos y parecen ser esencialmente no-

oncogénicos. Ver, popr &j., Ali et al., 1994, en la pagina 367. Los adenovirus no
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parecen integrarse a genoma del huésped. Dado que existen fuera del
cromosoma, se reduce notoriamente el riesgo de mutagénesis insercional. Ali et
al., 1994, en la pagina 373.

Los virus adeno-asociados exhiben ventajas similares a las de los vectores
de base adenoviral. Sin embargo, los AVVs exhiben una integracién sitio-
especifica en el cromosoma humano 19 (Ali et al., 1994, en la pégina 377).
Terapia transcariética

Una aproximacion diferente a la terapia génica es la "terapia transcariética®,
en la cual las células del paciente se tratan ex vivo para inducir a los genes
latentes a producir la proteina de interés después de su reintroduccién al
paciente. La terapia transcariética supone que el individuo tiene un complemsnto
normal de genes necesario para la activacién. La terapia transcaridtica implica
introducir un promotor u otra secuencia regulatoria exégena capaz de activar los
genes incipientes en el ADN cromosdmico de las células del paciente ex vivo,
cultivar y seleccionar las células activas productoras de proteina y luego
reintroducir las células activadas en el paciente con el propdsito de que se tornen
luego totalmente establecidas. Las células “con genes activados” fabrican luego la
proteina de interés durante algin tiempo significativo, tal vez tanto como la vida
entera del paciente. Las Patentes de los estados Unidos Nos. 5.641.670 y
5.733.761 describen en detalle aste concepto.

Con el fin de que esta invencién sea mejor entendida, se exponen los
siguientes ejemplos. Estos ejemplos son sélo a los propésitos de ilustracién, y no
han de considerarse de ningun modo como limitantes de! alcance de la invencién.
Todas las patentes, solicitudes de patents y referencias citadas en esta
presentacién se incorporan a la misma a modo de referencia en su totalidad.

EJEMPLOS
Eiemplo 1
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Metodologia de sintesis de péptidos

Se siguio el siguiente procadirpianto general para sintetizar algtinos de los
polipéptidos de la invencidn. Se llevé a cabo la sintesis de péptidos por medio de
la estrategia FMOC/her-Butil (Peptide Sintesis F.’rotocols (1994), Volumen 35, por
Michael W. Pennington & Ben M. Dunn) en condiciones de flujo continuo
utilizando resinas PEG-Poliestireno Rapp-Polymere (Rapp-Polymere, Tubingen,
Alemania). Al completarse la sintesis, fos péptidos se separaron por ruptura de la
resina y se desprotegieron usando TFA/DTT/H,O/Trisopropil silano (88/5/5/2).
Los péptidos se precipitaron del céctel de ruptura utilizando dietil éter frlo. El
precipitado se lavé tres veces con el éter frio y luego se disolvié en &cido acético
5% antes de somsterse a liofilizacién. La identidad de ios péptidos se confirmé
mediante cromatografia en fase reversa sobre una columna YMC-Pack ODS-AQ
(YMC, Inc., Wilmington, NC) sobre un sistema Waters ALLIANCE® (Waters
Corporation, milford, MA) utilizando agua/acetonitrilo con TFA 3% como gradiente
desde acetonitrilo 0% hasta 100%, y mediante esectrometria de masa MALDI en
un Espectrémetro de Masa VOYAGER DE™ MALDI (modelo 5-2386-00,
PerSeptive BioSystems, Framingham, MA). Se agregé la muestra del péptido en
buffer de Matriz (d H2O/acstonitrilo 50/50 con 3% de TFA) a buffer de Matriz 1/1.
aquellos péptidos que no reunieron el criterio de puraza de >95% se purificaron
mediante cromatografia en fase reversa sobre un sistema de HPLC Waters Delta
Prep 4000 (Waters Corporation, Milford, MA).
Eiemplo 2
Clonacion de péptidos

Para establecer un método sdlido para expresar los polipéptidos de la
invencién y sus mutantes, se clonaron las secuencias de nucledtidos que
codifican polipéptidos de manera C-terminal a GST con un unico sitio de

reconocimiento del Factor Xa separando el péptido monomérico y el GST. El gen
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que codifica el sitio de reconocimiento de! Factor Xa fusionado & la secuencia de
ADN del péptido a producir se ha sintetizado por hibridacién de dos fragmentos de
ADN mono-hebra superpuestos (70-90meros) conteniendo un sitio de enzima de
restriccion BamHl o EcoRl inmediatamente 5 a la secuencia de ADN del
polinucledtido a clonar, seguido de sintesis de ADN de las hebras opuestas a
través del gran fragmento de la ADN polimerasa | (Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg, MD).

La secuencia de ADN elegida para cada polinucleétido se basd en la
traduccién reversa de la secuencia de aminoécidos designada de cada péptido.
En algunos casos, el polinucledtido que codifica al péptido se genera por
mutagénesis de PCR (Picard et al., Nucleic Acids Res 22: 2587-91, 1994,
Sambrook et al. (1989) MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL,
2da. Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York) de un
polinucleétido ya preparado por el método descripto anteriormente. El producto de
doble hebra se digiere luego por medio de BamHI y EcoRl y se liga al pGEX-6P-1
(Amersham Pharmacia Biotech), que también se ha obtenido por ruptura con
BamH| y EcoRl.

Por ejemplo, cuando la secuencia de ADN del polipéptido identificado cono
SEC ID NO:7 se clond en el pGEX-6P-1, se expresd la siguiente secuencia de
polipéptido en forma de fusiones con glutation S-transferasa (GST):
IEGRHSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO:33), en la cual
los primeros 4 aminodcidos, IEGR, son el sitio de reconocimiento del factor Xa y
los restantes 31 aminodécidos son la secuencia de aminoacidos identificada como
SEC ID NO:7.

Los primeros y (iltimos seis nucledtidos de la secuencia de écido nucleico
que codifica al polipéptido identificado como SEC ID NO:7, representan los sitios

de la enzima de rastriccién (BamH/ y EcoRl) utilizados para la clonacién al
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plasmido pGEX-6P-1 (FIG. 1). La secuencia “TAATGA" que precede
inmediatamente al sitio EcoRI ("GAATTC") codifica dos codones de terminacion.
El resto de la secuencia .de ADN codifica. al .Factor Xa-polipéptido identificado
como secuencia de fusién de SEC ID NO:7.
Eiemplo 3
Expresién recombinante de péptidos y purificacion

Células BL21 (DE3) (Stratagens) transformadas con un péptido GST de
fusion que contenia plasmidos, se cultivaron a 37°C hasta alcanzar una DOsw de
entre 0,6 y 1,0 y se indujeron mediante IPTG (Life Technologies) 1 mM durante 2
horas a 372C. Se centrifugaron dos litros de células a 7.700xg durante 15 minutos
y se conservaron a —20°C. £} nélef.de calulsis se resuspendié en 80 mi de reactivo
para exitraccién de protsinas bactarianaé B-PER (Cat Nd. 78248, Pierce) e
Inhibidor de Proteasas Completo (Roche) 1x hasta que la suspensién de células
se homogeneiz6. La mezcla homogénea se agité suavemente a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Se agregaron lisosoma y Dnasa | hasta una
concentracién final de 200 ug/ml y 10 pg/mi para solubilizar més las proteinas y
para reducir la viscosidad, respectivamente. La mezcla se incubé durante 5
minutos adicionales. Los restos de células se eliminaron por centrifugacién a
27.000 g durante 20 minutos. El sobrenadante se mezclo con 2 mL de resina
Glutatién Sefarosa 4B (Pharmacia) en un agitador durante toda la noche a 4°C. la
resina se separd por centrifugacién a 1.500 g durante 15 minutos, se rellen6 en
Columnas de Cromatografia Poly-Prep (Bio-Rad), se lavé con 30 mL de PBS
seguido de 10 mL de buffer de Factor Xa (CaCl 1 mM, NaCl 100 mM y Tris-HCl
950 mM, pH 8,0). Los péptidos se separaron de la columna con 60 unidades de
Factor Xa (Pharmacia) en 1 mL de buffer de Factor Xa, durante toda la noche a
42C. Estos eluatos se corrieron luego en HPLC de C18 (Beckman System Gold)

usando un bucle de 2 mL y un caudal de flujo de 1 mL/,imuto con el siguiente
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programa: 5 minutos de Buffer A (TFA/H20 0,1%), 30 minutos de gradiente hasta
100% de Bufter B ('TFN{\CN_ 0.1%)._10 _minutos de Buffer A, 10 minutos de
gradiente y 10.minuto's de Buffer A Las fracciones correspandientes a los picos
(0,5 mL cada una) se recbgierSri y sepéréron-mehiante electroforesis en gel de
Tricine-SDS 10-20%.. La Iidentidad de cada péptido se confirmé mediante
espectrometria de mase. ytilizando le masa predioha a partir da la secuencia de
aminoacidos. Los rendimientos tlpicos son de aproximadamente 50 ug de
péptidos libres por litro de cultivo de E. cofi. Se ha demostrado que los péptidos
recombinantes tienen las mismas actividades que sus versiones sintéticas.

La siguiente tabla, Tabla 2,"contiene algunos polipéptidos preparados de
conformidad con el protocolo de sintesis de péptidos discutidc méas arriba
(Ejemplo 1) o, an: fuima recombinante coma se-descrinié anteriorments.

Tabla 2

Glucagén HSQGTFTSDYSKYLDSRRAGDFVQWLMNT (SEG ID NO:1)
GLP-1(7-38) |HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO:2)
GLP-1(7-37) |HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO:3)

G1 HSQGTFTSDYSKYLDSRRAGDFVQWLVKGR-NH2 (SEC ID NO:4)
G5 HSQGTFTSDYSKYLEGQAAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO:5)
G27 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGR-NHZ (SEC ID NO:6)
G51 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO:7)
G55 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO:8)
G56 HSQGTFTSDYAAYLDARRAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC ID NO:9)
G57 'HSQGTFTSDYAKYLDAARAKEFIAWLVKGR-NH2 (SEC iD NO:10)
Gs8 HSQGTFTSDYAKYLDAKKAKEFIAWLVKGRAG (SEC ID NO:11)
G59 HSQGTFTSDYARYLDAKKAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO:12)
G0 HSQGTFTSDYAKYLDAAKAKEFIAWLVKGRG (SEC ID NO:13)
G61 HSQGTFTSDYARYLDAAKAKEFIAWLVKGRG (SEC 1D NO:14)

-
e
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G71 HSQGTFTSDYAKYLDARHACEFIAWL\.IKGRG (SEC ID NO:115)

G74 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLYCGRG (SEC ID NO:16)

G75 HSQGTFI'SDYAI-(YILIDA;RRAKEFIAWLVKCRG (SEC ID NO:17)

G76 HSQGTFTaDYAKYLDARHAKEFIAWLVKGOG (SEC ID NO:18)

G77 HSQGTFTSCYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRC (SEC ID NO:19)

G277 HSQGTFTSDYAKYLDARRAKEFIAWLVKGRC (22 kD) {(SEC ID NO:20)
G82 HSQGTFTSDYARYLDARRAKEFIAWLVRGRG (SEC ID NO:21)

G83 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRG (SEC ID NO:22)

G84 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIAWLVKGRG (SEC ID NO:23)

G8s HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIAWLVRGRGK (SEC 1D NO:24)
G185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (SEC ID NO:25)
G2185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (22kD) (SEC ID NO:26)
G4185 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRC (43kD) (SEC ID NO:27)
Ga7 HSQGTI-‘I'SDYAKYLiDAFIHAK(FA)EFIAWLVKGFFNHZ (SEC ID NO:28)
GB8 HSQGTﬁstAm'LDAHRA:(EHIWLVKGRK(FA’)‘ (SEC ID NO:29)
GO0 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIK(FA)WLVRGRG (SEC ID NO:30)
G182 HSQGTFTSDYARYLDARRAREFIKWLVRGRGK(FA) (SEC ID NO:31)
G183

HSQGTFTS DYARYLDARHAK(FA)EFIKWLVRGRG (SEC ID NO:32)

(FA): palmitato Cm urido al residuo de Ilsma
(22kD): PEG de 22kD unido al residuo de cisteina.
(43kD): PEG de 43kD unido al residuo de cistelna.

Ejemplo 4

Preparacién de membranas de células RINm5F

Matraces conteniendo células RINmSF se lavaron con PBS, se disgregaron

en un buffer Hepes 20 mM-EDTA 1 mM-sacarosa 250 mM conteniendo

inhibidores de proteasas (HES) y se homogeneizaron en un homogeneizador

douﬁce. seguido de resuspénsién répetida a través de una aguja de medida 23.



'35

R I T S N I i FT N IAN W I R 11 (T L - VL S ok ) PTAVE WA N -

las células y nicleos intactos se eliminaron.por centrifugacién a 500xg durante 5
minutos.. El. pélet-se resuspendié en puffer HIES usando, una aguja de medida 23 y
se repitig Ia. oc_ant{i_f,ggac_ié'p,._:_ Los_sobrenadantes’ de. ambas centrifugaciones se
combinaron y se c_entrifglj_gall'on_ a 40.060):9 durante éo minutos. El pélet de
membranas plasmaticas resultants se resuspendid eﬁ butfer HES usando una
aguja de medida 23, seguida de una aguja de medida 25. Las membranas se
coﬁservaron a -80°C hasta ser utiiizadas.
Ejempio 5
Preparaciér: da meimtranas pissmaiinss de higado de rata

Se sacrificaron ratas y se .extrajeron. sus higa{ios colocdndolos en buffer
TES (Trieg 20 MM DH TG ERTA D M <mnarors, PEF oM gomteniendo inhibidores
dse proteasas) enff{ado con hielo. Se determiné el peso hiimedo de los higados y
se molié el tejido en '5 volimenes de buffer TES enfriado con hielo y se preparé
una suspensién utilizando un _politrén. Todos los buffers y agitadores se
CONSBIVarGi d s+u. La Su3peinsion 'aa'rnor.iégénalzc adicionaiinente usando tres
golpes de ur homogeneizador dolinde menudl. El homogenato se pasd a través
de varias capas de estopa y se centrifugé a 25.000 -x g durante 10 minutos. Los
pélets se homogeneizaron en 22.1- mi de buffer TES utilizando 10 golpes de un
homogeneizador dounce manual. Se agregaron ventisiete mililitros y nuev;a
décimas de sacarasa 2,4 M en TE y se.mezclé bien. E|.homogenato se distribuy6
en varios tubos y cada tubo _§9_cqp|_'i_q 59{!,.7,_ m| de buffer TES. Los tubos se
centrifugaron a 120.000 x g durante 60 minutos. Las membranas plasméticas se
retiraron dse la interfase que se formé dur_agtg ol centrifugado, se diluyeron en TES
y se concentraron usando una cantrifugacion de 15 minut.os a 200.000 x g. El
pélet resultante se homogeneizd otra vez en 9,8 ml de buffer TES, se combiné
con 10,3 ml de sacarosa 2,4 M, se cubiié con 7 ml de TES y se centrifugé a

180.000 x g durante 30 minutos. Las membranas plasméticas se retiraron de la

'.:&4,»-; L T T Lt
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interfase, se diwyeron con TES y se recogiéron por centrifugacion a 200.000 x g
durante 15 minutos. El pélet final se resuspendié en TES. Las membranas
plasméticas se conservaron a ~80°C hqsta .estar listas para su uso.
Ejemplo &
Pragaracion de bepatocitos do ata

. .. Se.aiglaron hepatocitog de acugrdo cop un. procedimiento modificado de
Berry y Friend (J. Cell Biol.. 43:506, 1969). Se anestesi6 con pentobarbital s6dico
(55 mg/kg, i.p.) una rata Wistar macho. La rata se coloco sobre su lomo en la
bandeja del aparato de parfusién hepética (37°C) y sus miembros se aseguraron
con cinta de laboratorio. La superficie ventral se limpié con alcohol 70% y la
cavidad abuiciriied se anad ot Gjeas Laia exponbr i higado, ia vena porta, la
arteria hepdtica .v-la vena cava posterior. Se colocaron ligaduras holgadas
alrededor da los tres vasos. Se.inserté una cdnula.en la vena poria y se aseguré
con la ligadura. La arteria hepética y la vena cava posterior por debajo 'del higado
se ataron con las ligaduras. La bomba de perfusién se encendié y la aorta
descendente se secciond inmediatamente para permitir que el buffer escapara y
se desangrara la rata. La cavidad tordcica se abrié répidamente para exponer el
corazon. Se inserté una canula en la vena cava superior a través del corazon y se
aseguré con una Iigadura'r_:.ara E.-o'i'.‘.p!.e'ﬁa'a la clirculacidn del buifer a través del
higado. El higado se- perfundié con buﬂer-Krebs-HenseIeit conteniendo 5 — 10%
de RBC de oveja y bajo un caudal constante de 95% de O2/5% de CO; in situ con
un caudal de’14 mi/minuto. Se ﬁéﬁundié en un sistema no circulante durante 5
minutos y luego se continud con un sistema de recirculacion (con 30 mg de
colagenasa) duraﬁte:airos:ﬁﬂ.‘minutostsLuegn_:-se.'emajo*el higado, se molié con
tijeras en un vaso de pldstico y se filtré a través de un tamiz de nylon. Los
hepatocitos s6 separaron del material de desecho mediante una serie de lavados

con buffer yqp‘entrifuggciorges (690 rpm, temperatura ambiqg!g_pg segundos). Se
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diluyé con buffer una alicugta ds células, se tifié con Trypan Blue 0,4% y se hizo
un recuento. El resto de las células se- diluyé con buffer hasta una dansidad
apropiada para cada ensayo.

Eiemplo 7

Protocolopara aislamiento de islotes de rata _

Se usaron ratas Sprague Dawley (275-320 g) como fuente donante de
islotes. En resumen, el pancreas se llené con 10 ml de Liberasa Rl (Boshringer
Manheim) reconstituida, se cosechd y se incubé con 5 ml adicionales de solucion
enzimética en un bafio de agua durants 30 minutos. La suspensién de tejido se
lavé dos veces con buffer FBS/Hanks (Gibco) 10% frlo, se resuspendié en 8 ml de
ficoll 25% (Sigma) y luego se dispuso en capas de 5 ml cada una de ficoll 23%,
20% y 11%. Los islotes de la capa de 20% después de la centrifugacién se
retiraron, se lavaron dos veces con buffer FBS/Hanks 10% frio y se
resuspendieron en medio FBS/RPMI 10% (Sigma).

Ejemplo 8
Unién competitiva del péptido al receptor del GLP-1 en membranas plasmaticas
de células RINmSF

Los valores de ICs para la unién competitiva de los polipéptidos y de ios
fragmentos, variantes y anélogo.;:. de polipéptidos de la invencién al receptor del
GLP-1 . en membranas:-:de- /{RINmMSF astén tlpicamente al menos entre
aproximadamente ‘0.01 nM y aproximadaments 20 nM (es decir, 0,01, 0,1, 1, 2, 3,
4,5.6,7 8,9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 nM). Los velores de ICso
para los derivados de polipéptidos d’a la invencidn est&n tipicaments al mencs
entre aproximadamerite 6,01 nM y aproximadamente 500 nM (es decir, 0,01, 0,1,
1, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300, ?50, 400, 450 6 500 nM).

La unién competitiva de algunéé polipéptidos de la invencién a las

membranas de céluias RINm5F se midié de la siguiente manera. Se bloquearon



-
oo

e TR L W UETNEG e T Ml & e eentes o T, e "‘ﬁ

placas de filtracion GF/C de noventa y seis pocillos (Millipore, Bediord, MA) con

PEI 0,3%.durants & menos una hora y.8e lavaron dos vecas con buffer de union
que consisffa en Tris 20 mM, EDTA 2 mM, pH.7,5,.BSA 1 mg/ml y bacitracina 1
mg/ml. Se aplicaron a cada pocillo cinco microgramos de membranas plasméticas
de células RINmSF diluidas en butfer de unién junto con GLP-1 marcado con ‘2|
de 0,05 nCi y concentraciones de péptidos que oscilaban entre 1x107'2y 1x10% M.
Luego de una incubacién de 60 minutos a temperatura ambiente, las placas se
lavaron 3 veces con PBS snfrtado ccn hislo que contenia 1 mg/ml de BSA. Las
placas se secaron, se agregé reactivo de centelleo a cada pocillo v se
determinaron las cpm por pocillo, usando un contador Wallac Microbeta.

El nimerc de cusites dé ‘®i snida a lde membranas para cada
concentracién de péptido se graficé y analizé por regresién no lineal utilizando el
programa Prizm para determinar los ICso. Los polipéptidos expuestos en |a tabla 2
se unieron al receptor del GLP-1 presente en las membranas plasméticas
aisladas de celulas RINmSFE con valores de 16s e entre 1,4 nM y 248 nM
(determinados & partir de un minimo de tres ansayos). ICso 6s la concentracién de
un polipéptido para la cual la unibn méxima de! GLP-1 (7-38) (SEC ID NO:2)
marcado se reduce en un 50%.

Ejemplo 9
Union competitiva del péptido al receptor del glucagdn en membranas plasméticas
de higado de rata

Los valores de ICse para la unién competitiva de los polipéptidos y de los
fragmentos, variantes y anédlogos de polip'éptidos de la invencion al receptor del
glucagén en membranas de higado de rata estén tipicamente al menos entre
aproximadamente 0,1 nM y aproximadamente 1000 nM (es decir, 0,1, 1, 10, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 80O, 850,
900, 950 6 1000 nM). |

ELI Y]
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. La unién competiiva de sigunos polipépidos de. la invencien a las
membranas de higado de rata se midi6 de la siguiente manera. Se bloquearon
placas de filtracién GF/C de.noventa y. seis pocillos (Millipore, Bedford,. MA) con
PEI 0,3% durante al menos una hora y se lavaron dos veces con buffer de unién
que consistia en Tris 20 mM, EDTA 2 mM, pH 7,5, BSA 1 mg/ml y bacitracina 1
Mg/, S6.#PlCARN.2 CHAPIRIIH RSV RETNs AP, mefpagas plagméticas
de hlgado de rata diluldas en buffer de unién junto con gilucagén marcado con 125)
de 0,05 uCi y concentraciones de péptidos que oscilaban entre 1x1072 y 1x10° M.
Luego de una incubacién de 60 minutos a temperatura ambiente, las placas se
lavaron 3 veces con PBS enfriado con hielo que contenfa 1 mg/ml de BSA. Las
placas se sscarom, 86 &ETego: lreiit::ﬁvo de centglido a .cada .pocillo y se
determinaron las cpm por pacillo usando un contador Wallac Microbeta.

. El ndmero .de_ cuentas .de .'**| unido a_las, membranas para cada
concentracién de péptido se graficd v analizé por ragresién no lineal utilizando el
programa Prizm para determinar los ICs. Los polipéptidos expuestos en la tabla 2
se unieron al receptor del glucagdn presente en las membranas plasméticas
aisladas de higado de rata con valores |c_le ICs de entre 11,7 nM y 726 nM
(determinados a partir de un minimo de tre$ ensayos).llqsq es la concentracion de

» . 4 . Lo m Ry LY I} %, - . x. L .
un ponpdptide sonn L N L i Lilann OB ghecaGdn rikecido se reduce en

Eiemplo 10 . : - E
Medicion de la sefializacion de péptidos a través del receptor del GLP-1 utilizando
el ensayo de proximidad-por ceé_tslleo. (SPA).del AMR ciclico

Para polipéptidos y fragmentos, variantes y andlogos de polipéptidos de la
invencién, la “activaciéon” del receptor del GLP-1 en un ensayo de proximidad por
centelleo del CAMP es la induccién de una actividad méxima que sea al menos

entre aproad,mggmepj__e 80% y aproximadamente 200% (as,gg_ci‘g?‘a_s. 90, 95, 100,
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105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170, 175, 180,
185, 190, 195 6 200 %) de la méxima actividad inducida por el GLP-1 (7-36) (SEC
ID NO:2) naﬁ\_rg, con una potencia relatva de al menos entre un 4% y
aproximadamente 1000% (es decir, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
200, 300, 450G, 500, 600, 700, 850, 900 & 1000%). Para derivados de polipéptidos
de la invencidén, la "activacién” del receptor del GLP-1 en un ensayo de proximidad
por centelieo de! cAMP. es la induccién de una actividad méxima que sea al
menos entre aproximadaments 80% y aproximadamente 200% (es decir, 80, 85,
90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155, 160, 165, 170,
175, 180, 185, 190, 195 6 200 %) de la maxima actividad inducida por el GLP-1(7-
36) (SEC ID NO:2) nativo, con una potencia rel.ativa de al menos entre un 0,5% y
aproximadamente 1000% (es decir, 0,5, 1, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900 6 1000%). La “potencia relativa” es la ECso del GLP-1(7-36) (SEC
ID NO:2) nativo dividida por la. ECso de un polipéptido de la invencién, multiplicado
por 100. "ECs" es la concentraciéﬁ de un polipéptido para la cual se alcanza el
50% ds la actividad maxima.

La sefializacion de péptidos del receptor del GLP-1 para algunos
polipéptido de la invencién utilizando el ensayo de proximidad por centelleo del
cAMP, se midid de la siguiente manera. Se plaquearcn célutas RINMSF en placas
de 96 pocillos (Costar) a razén de 1,5x10° células/pocillo y se cultivaron a 37%C
durante 24 horas en RPMI 1640, FBS 5%, antibidtico/antimicético (Gibco BRL). El
medio se retird y las células se lavaron dos veces con PBS. Las celulas se
incubaron con concentraciones de péptidos que oscilaban entre 1x1 0"y 1x10°
M en Hepes-PBS que contenia BSA 1% e IBMX 100 uM durante 15 minutos a
37°C. Para probar ios péptidos conjugados con acido graso, se omitié el BSA del
butfer de incubacién. Se retir el buffer de incubacién y las células se lisaron en 6l

reactivo de lisado provisto con el sistema de ensayo de detaccién directa del



w2
a 51

Ensayo de Proximidad por Centelleo del cAMP (SPA) (Amersham Pharmacia
Biotech Inc, Piscataway, N.J). La cantidad de cAMP (en pmol) presente en los
lisados se determind siguiendg las instrucciones provistas con el equipo.

La cantidad de cAMP (en pmol) producido para cada concentracién de
péptido se graficé y analizé por regresién no lineal utilizando el programa Prizm
APRA determinar ia ECso para cada péptido. El valor de potencia relativa
promedio para la activacion del . receptor del GITP-1 para los polipéptido s
expuestos en la Tabla 2 estuvo entre el 0,6% y el 76,1%. La maxima actividad
inducida oscilé entre el 83% y el 132% del péptido nativo GLP-1(7-36) (SEC ID
NO:2) (determinada a partir de un minimo de; tres ensayos). Ver la Tabla 4.
Eiemplo 11
Medicién de la sefalizacion de péptidos a travds del receptor del glutagén
utilizando el ensayo de proximidad por cenislleo (SPA) del AMP ciclico

Para polipéptidos y fragmentos, variantes y anélogos de polipéptidos de la
invencién, la “activacion” del receptor del glucagén en un ensayo de proximidad
por centelleo del cAMP es {a. induccidn de una actividad méxima que sea al
menos entre aproximadamente 0% y aproximadamente 75% (es decir, 0, 10, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 6 75%) de la méxima actividad inducida por
el glucagén nativo, con una potencia relativa de al menos entre aproximadamente
0,001% y aproximadarsente. 5% (es.decit,-0.801, 0;01,.0,1,:1,-2, 3, 4 6 5%).-Para
derivados de polipéptidos de la invencion, la “activacién” del receptor del glucagén
en un ensayo de proximidad por centelleo del cAMP. es la induccién de una
actividad médxima que sea al menos entre aproximadamente 0% vV
aproximadamente 40% (es decir, 0, 1, 10, 20, 30 6 40%) de Ja maxima actividad
inducida por el glucagén nativo, con una potencia relativa de al menos entre
aproximadaments un 0,001 y aproximadamente un 1% (es decir, 0,001, 0,01, 0,1,
0,2, 03,04, 05, 06, 0,7, 0,8, 0,9 6 1%). La "potencia relativa’ es la ECao del
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glucagén nativo (SEC ID NO:1) dividida por la ECs de un polipéptido de la
invencién, multiplicado por 100. “ECso; es la concentracién de un polipéptido para
la cual se alcanza el 50% de la actividad méxima.

La sefalizacion de péptidos del receptor del glucagén para algunos
polipéptido, de.la inyancién.utilizandn ol ensayo de proximidad por centelieo del
CAMP, se midié de la siguiente manera. Se plaquearon hepatocitos de ratas
aislados recientemente en placés de 96 pocillos a razén de 7,5x10* 6 2x10°
células/pocillo en Hepes-bicarbonato que contenia 1% de BSA e IBMX 100 uM.
luego del equilibrado a 372C en un medio de 5% de CO2/95% de O, durante 10
minutos, se agregaron péptidos en concentraciones que oscilaban entre 1x10 y
1x10° M durante otros 15 minitos. Las placas se cantrifugaron brevements, se
redrd @l BuTie L TS g ey E;é'!-h:'s.ﬁ;;*.". 31 2 warclivo de lisado
provisto con el sisterr_\a de ensayo de detecciéﬁ directa del Ensayo de Proximidad
por Centelleo del cAMP (SPA) (Amersham Pharmacia.Biotech Inc, Piscataway,
NJ). _

La cantidad de cAMP (en pmol) presente en los lisados se determind
siguiendo las instrucciones provistas con este equipo. La cantidad de cAMP (en
pmol) producidc para -cada conc‘er'ltracié; ‘de péptide sé graficé y analizé por
regresién no lineal utilizando el programa Prizm APRA determinar la ECs para
cada peéptido. El valor de potencia relativa- promedio- (relacion entre la
concentracién del-glucagén y la concentracién del polipéptido para una respuesta
del 50% (EC50) x 100, determinado a-partir de un minimo de tres ensayos) para
la activacién del receptor del glucagén para los polipéptidos de la invencién fue
<5%. La maxima actividad inducida oscilé entre el 28,3% y el-71,3% del péptido
nativo glucagén (determinada a partif de un minimo de tres ensayos).

La capacidad del péptido hibrido para inhibir la actividad del glucagén se

midi6 de la siguiente manera: luego del equilibrado a 372C en un medio de 5% de
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C02/95% de O2 durante 10 minutos, se agreg6 péptido 10 uM a las células,
saguido inmediaga_men;e c_ie una con_centracién submdxima de glucagdn durante
15 minutos. Luego las célu.las se lisaron y se determiné el cAMP como se
describié anteriormente.

Luego de restar la cantidad de cAMP producida en los hepatocitos no
estimulados de cada punto tomado como dato, se calculd la inhibicién porcentual
de la siguiente manera: la inhibicién porcentual es la cantidad de cAMP producida
en presencia de glucagdn submaximc solo menos la canticdad de cAMP producida
en presencia de glucagén.subméximo y péptido 10 uM, dividido por la cantidad de
cAMP producida en presencia de glucagén submaximo solo, y multiplicado por
100. La inhibicién porcentual promedio de la actividad del glucagén por parte de
los polipéptidos expuestos en la Tabla 2 se ubicd entre el 11,3% y el 59%
(determinada a partir de un minimo de tres ensayos). Ver la Tabla 4.

Elemplo 12
Medicién de Ia liberacién de giucosa de hepatocitos de rata

La inhibicion de la produccion de glucosa mediada por glucagén, medida
por la libsracién de la glucosa de hepatocitos de rata, se ubica tipicamente ai
menos entre aproximadamente un 20% de inhibicién y aproximadamente un
100% de inhibicién (es decir, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%).

La inhibicion de la produccién de glucosa mediada por glucagén por parte
de algunos polipéptidos de la invencion, se midié de la siguiente manera. Se
agregaron hepatocitos de rata a una placa de fondo plano de 96 pocillos
(2x10°/100 ullpocﬂlo) y se pre-mcubaron eh una mcubadora a 3790 con agitacion
constante y bajo un flujo de 95% de 02/5% de CO, durante 10 minutos. Los
hepatocitos se incubaron durante otros 30 minutos después del agregado de
glucagdn con o sin péptido. Las células se lisaron iuego con-4cido percldrico 156%

y las placas se centrifugaron a 2600 rpm, a 4°C durante 1'5 minutos. El



L5
- g |5|.,

PLRIah L

sobrenadanta se neutrahzo con Tns-HCI ™ (pH 8,0): KOH 2,5 N (45:55) y se
centrifugd ,otra vez. En el sobrenadante resultante se analizé la glucosa con
hexoquinasa y glucosa-ﬁ-fps._fg‘tgl_Qgshidrpgépgsa (Methods of Enzymatic Andlisis,
H.U. Bermeyer, Ed., Academic Press) y sh leyd la Aso'@n un lector de placas
fMAX (Molecular Devices, Sunhyvale. CA). |

La Iiberacidh de glyccsa se calculd después de reatar la cantidad de
glucosa producida en el hepatocito-no estimylado-de cada punto tomado como
dato y se calculd la |nh|b|c|6npqmentuﬂ L.a inhibicién porcentual es la cantidad
de glucosa producida en presericia de glucagén 1nM solo menos la cantidad de
glucosa producida en presencia d¢ glucagén ] nM y péptido 100 nM, dividido por
la cantidad de glucosa producita en presencia de glucagén 1nM solo, y
multiplicado por 100. El polipéptida que poses la secuencia de aminodcidos que
se muestra & SEC ID NU:6 rnibid la, produccion de giucosa mediada por
glucagén en un 47%, se3un se determind en 3 ensayos. Ver la Tabla 2.

Eiemplo 13
Medicion de la secraecidn a3 insvlina por islotes de ratas perfundidas

El incremento de la secrecién de insulina por parte de los islotes de ratas
perfundidas s un increm=nto de al menos 1,5 vecas. E] components agonista del
recaptor del GLP-1 da los polipéptidos de la invencién incrementa la sacrecién de
insulina de los islotes prefur.didos al menos entre 1,5 veces y aproximadamente
10 veces (es decir, 1,5, 2.0, 3. 4,0, 50, 6,0, 7,0, 80, 9,0 6,10 veces).

La secrecién d.e insulina por parte de los islotes de ratas perfundidas
mediada por algunos péptidos de-‘la invencién se midid de la siguiente manera.
Las respuestas bifasicas de la liberacion de’ insulina estimulada por estos
polipdptidos se ensayaron mediante la perfusion de los islotes. Se cargaron
cincuenta islotes en la camara de perifusisn y‘ se perifundieron con HEPES-KRB

que contenfa glucosa 3 mM a 37°C. Después de 60 minutos, los islotes se
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expusieron a un buffer que contenfa.glucosa 8 mM con.o sin péptido (50 nM) y se
perifundieron durante otros 30 minutos. Las fracciones del perifusato se
recogieron a intervalos de 1 ¢ 5 minutos para la determinacién de la insulina. La
insulina se midi¢ utilizando un equipo de ELISA (Alpco Diagnostics, Windham,
NH). A una concentracién de 50 nM, el polipéptido que posese la secuencia de
amino4cidos que se muestra en SEC ID NO:6 incrementd la secrecién de insulina
de los islotes préfundidos aproximadamente 2 veces, que es equivalente a lo
logrado por el GLP-1 50 nM.

Ejemplo 14

Secrecion de insulina de células dispersas de islotes de rata

El incremento de la_sacracié_n de insulina, por parte de células dispersas de
islotes de ratas, en esta ensayo, es un incremento de al menos 1,5 veces. El
componente agonista del receptor del GLP-1 de dichos polipéptidos de la
invencidn incremanta la secrecién de. insulina de células dispersas de islotes al
menos entre 1,5 veces y aproximadamente 10 veces (es decir, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0,
5,0, 6,0,7,0, 8,0, 9,0 6 10 veces).

La secrecion de insulina por parte de células dispersas de islotes de ratas
mediada por una cantidad de péptidos de.la invencién se midié de la siguiente
manera. Se.aislaron islotes de Langerhans de ratas SD (200-250 g) a través de
un procedimiento de digestion que utiliza colagenasa. Las células dispersas de los
islotes se prepararon mediante tratamiento con tripsina, se sembraron en placas
de 96 pocillos con fondo en.forma de V y se peletizaron. Las células se cuitivaron
durante toda la noche en un medio. El medio se aspiré y las células se pre-
incubaron con buffer Krebs-Ringer-HEPES que contenia glucosa 3mM durante 30
minutos a 372C. El buffer de pre-incubacién se retird y las células se estimularon
con buffer Krebs-Ringer-HEPES que contenia la concentracién de glucosa

adecuada (por ej. 8 mM), con y sin péptidos, durante un tiempo adecuado a 37¢C.



En algunos estudios, también se incluye una concentracién aproplada de GLP-1.
Se retiré una porcién de sobrenadante y. se midié su contenido en insulina por
mediq de SPA, |.0s. rgsultados. s ;e)gpre_gar_i._,ggn'lg fagtor por encima del control
(FOC). A una concentracién de 50 nM, el polipéptido que poses una secuencia de
aminogcidos que se myestra en SEC ID NO:27 incrementé la secrecion de
insulina de las células dispersas de los islotes en aproximadamente 3 veces. Ver
Tabla 2.

Eiempio 15

Medicidn de la produccign de-glucosa estimulada por glucagén en ratas Wistar

alimaqtadas_ ] :y . - .

La inhibicién de la produccién de glucosa estimulada por glucagén en este
ensayo es una inhibicién de por lo menos el 20%. El componente antagonista del
receptor del glucagén de los polipéptidos de la invencién inhibe la elevacion de la
glucosa sanguinea mediada por el glucagén, segun se mide a través de ia
produccioén de glucosa estimulada por gluca_gdn en ratas Wistar alimentadas, en al
menos una inhibiciéi, gnire & 20% y aproximadamente el 100% de inhibicién (es
decir, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%).

La produccién de glucnsa estimulada por glucagén en ratas Wistar
alimentadas por algunos polipéptidos de ia invencién, se midié de la siguiente
manera. Se. anestesiaron par un breve lapso ratas Wistar macho con gas
isoflurano, se les extrajo sangre de la cola para medir la glucemia utilizando un
Glucometer y iuego se las aplicéd una inyeccién en la vena de la cola de cada
vehiculo (0,9% de solucién salina + albimina humana 1%), 0,29 nmol/kg de
glucagén, 1 nmol/kg de polipéptidos de la invencién o giucagén + poiipéptido de
la invencion. Se retird |a anestesia y a las ratas conscientes se las extrajo sangre

nuevamente después de 10, 20 y 30 minutos.
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Se determind la inhibicién de la glucosa analizando el 4rea bajo la curva de
glucosa. después. de. restar..el.nivel.de glucosa basal .(dABC). La inhibicidn
porcentual se define como la cantidad de glucosé producida por 0,3 nmol/kg de
glucagan..solg. mengs g, canfidag., de. glycesa producida .por 0,3. nmolrkg. de
glucagdn en presencia de 1 nmol/kg de péptido hibrido, dividido por la cantidad de
glucosa producida por 0,3 nmol/kg de glucagdn solo, y multiplicado por 100.

El glucagén solo elevé los niveles de glucosa sanguinea mientras que los
polipéptidos de la invencién solos no tuvieron efecto sobre los niveles de glucosa
sanguinea. El polipéptido que tiene la secuencia de amino4cidos que se muestra
en SEC ID NO:6 inhibié la elevacion de la glucosa sanguinea mediada por
glucagén en un 63%. Ver la Tabla 2.

Madicidn de la produccién de glucosa estimulada por glucagon en ratones Balb/C
alimentados _

La intdbicion oe ia pruuuccidu 0u giuco‘sa en este ensayo es una inhibicién
de por lo menos apro:dmadamar_1t9 el 20%. Con preferencia, el componente
antagornista del ranaplor Ja! gluca'g‘ér'z de Ic., polipéptidos de la invencién inhibe la
elevacién de la glucosa sanguinea mediada por el glucagén en ratones, segiin se
mide a través de la- préduccién de glucosa -estimulada por glucagén en ratones
Balb/C alimentados, entre aproximadamente el 20% y aproximadamente el 100%
(es decir, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 & 100%).

La produccién de glucosa estimulada por glucagén en ratones Balb/C
alimentados por algunos polipéptidos de la invencién, se midié de la siguiente
manera. A ratones Balb/C machos se les suministré vehiculo (0,9% de solucion
salina + albimina humana 1%) o 100 ug/kg de polipéptido derivatizado por
inyeccion subcutdnea 17 horas antes de la provocacién con glucagén. Al dia

siguiente los ratones se sometieron a ayuno durante 2 horas antes de recibir una
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inyeccion endovenosa de 10 'ug)k'g"de. glucédén o vehiculo en la vena de la cola.
Se extrajo a los ratones sangre. de I4' cola para-la determinacién de glucosa
utilizando un Glucometer justo antes de la inyeccién de glucagén y nuevamente
15 minutos despusés.

Sa calculé el cambio en la glucosa luego de los 15 minutos para cada
raton. 'Luego el cambio promedio en ia glucosa del grupo tratado con vehiculo se
resté del cambio‘en la gluoosg para cada r'atén en los grupos tratados para
obtener el cambio en la glucosa debido al glucagén. La Inhibicién porcentual se
define como la cantidad de glucosa producida por 10 ug/kg de glucagén solo
menos la cantidad de glucosa produclda pqr ug/kg de glucagén en presencia de
106 peflg de papiide iy, Giddidy 37 ia cartided de gitindsa producida por
100 ug/kg de glucagén solo, y multlplicado por 100.-Ver la Tabla 3.

Tabla 3 '

Glucosa (mg/dl)
Grupo Omin. | 15 min. Delta -Vehiculo | % de 10 % de
(15-0) delta ug/kg de | Inhibicién
Glucagén
Vehiculo 92 108 16
10 pgkg de] 95 195 100 84 100
glucagén ' _ '
10 pgkg de| 75 150 75 59 69 31
glucagén + 100
ng/kg de
polipéptido
(SEC ID NO:27)
Eiemplo 17

Medicién de los aumentos en los niveles plasmdticos de insulina durante el
ensayo de tolerancia a la g!ucosa.in vivo (IVGTT) en ratas Wistar sometidas a
ayuno '

Un aumento en los niveles plasmaticos de insulina en este ensayo es de
por lo menos un factor 2. Con preferencia, el’componente agonista del receptor

del GLP-1 de los polipéptidos de la invencién aumenta la secrecion de insulina en
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ratas, segun se mide a tra.\.fés_ cie un aumento en los niveles plasmdticos de
insulina durante el ensayo de tolerancia-a la glucosa in vivo en ratas Wistar
sometidas a ayunc, en un factor entre- aproﬁnﬁdamnte 2 y aproximadamente 5,
con mayor preferencia entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10, y , con
mayor preferencia alin, entre.aproximadamente 2 y aproximadamente 20 (es
decir, en un factor 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20).

Los niveles plasméticos de insulina durante el ensayo de tolerancia a la
glucosa en ratas Wistar sometidas a ayuno por algunos polipéptidos de la
invencién, se midieron de la siguiente manera. Ratas Wistar macho se sometieron
a ayuno durante toda la noche y luego se anestesiaron con gas isoflurano. A las
ratas se les aplicéd una inyeccién en la vena de la cola de 0,4 g/kg de glucosa mas
vehiculo (0,9% de solucién salina + alblimina humana 1%) 6 1 nmol/kg de GLP-1
{contral positive) 6 1 nmol/kg de polipéptidos de la invencién. Se extrajo sangre
del ojo delas ratas un minuto despuéds y se determiné la insulina en el plasma
utilizando un equipo de ELISA (Alpco Diagnostics (Windham, NH)). A una
concentracién de 1 nmol/kg, el polipéptido que tenia la secuencia de aminoacidos
que se muestra en SEC ID NO:6 promovié la secrecion de insuljna en un factor 3-
4, lo cual es equivalente al logrado por 1 nmol/kg de GLP-1. Ver la Tabla 2.
Eiemplo 18
Efecto de los pédptidos de la invencién en el ensayo de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal (IPGTT) en ralas o ratones '

Una disminucién en los niveles de glucosa sangufnea medidos en este
ensayo es una disminucién de por lo menos aproximadaments un 10%'. Con
praferencia; el components agonista del receptor det GLP-1 de los polipéptidos de
la invencidIn disminuye los niveles de glucosa sanguinea, segun se mide a través
del ensayo de tolerancia a la glut_:osa intraperitoneal en ratas o ratones, entre

aproximadamente'un 10% y aproximadamente un 60%, con mayor preferencia
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entre aproximadamente un 10% y aproximadamente un 80%, y , con mayor
preferencia aun, entre aproximadamente un 10% y aproximadamente un 100%
(es decir, 1'0. 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 6 100%).

Los niveles de glucosa sariguinea durants el ensayo de tolerancia a la
glucosa intraperitonaal por algunos polipéptidos de la invencién, se midieron de Ia
sigulente manera. Se examind en ratos o ratones la actividad in vivo de los
polipéptidos de la invencidn cuando se los administra en forma subcutanea. Las
ratas o ratones mantenidos en ayunas toda la noche recibieron una inyeccion
subcuténea de control o péptido (100 ug/kg). Se midié la glucosa sanguinea basal
antes de la administracién de los péptidos o tres o 17 horas después dela
administracién de los péptidos derivatizados, y las ratas o ratones recibieron 2
g/kg de glucosa en forma intraperitoneal. Se midié la glucosa sanguinea otra vez
después de 15, 30 y 60 minutos e;n ratas o después de 30 y 60 minutos en
ratones.

Los péptidos de la invencién redujeron en forma significativa los niveles de
glucosa sanguinea con respecto al vehiculo luego del IPGTT, con una reduccién
del 13%-54% en el ABC de la glucosa. Esto demuestra que los péptidos tienen
una prolongada actividad depresora de la glucosa y una prolongada vida media in
vivo. el GLP-1 tiene una vida media muy corta in vivo (< 10 min.). La capacidad de
los péptidos de la invencién para disminuir la glucosa sanguinea 3 horas después
de la administracién del péptido es una clara indicacién de que el péptido esté
presente en la circulacién en este instante y por ello tiene una prolongada vida
media respecto del GLP-1.

Eiemplo 19
Incorporacién de PEG a los péptidos
La incorporacién de PEG puede efec-:tuarse por cualquier método conocido

por los expertos en el arte. Sin embargo, en esta instancia, la incorporacién de
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PEG se llevé a cabo introduciendo una tnica mutacién de cisteina en el péptido
seguido de incorparacién del PEG a la.cisteina por.medio de un enlace tioéter
estable entre el sulfhidrilo del péptido y el grupo maleimida del reactivo metoxi-
PEG-maleimida (Inhale/Shearwater). Es preferible introducir la nica cisteina en el
extremo C-terminal del péptido para minimizar la potencial reduccion de la
actividad por incorporacion del PEG.

Especificamente, se agregé un exceso molar de 2 a 1 de reactivo mPEG-
mal. (PM 22 kD y 43 kD) a 1 my de péptido (por &j. SEC ID NO:25 con una
mutacién de cisteina en el extremo C-terminal del péptido) y se disolvié en buffer
de reaccién z pH 5 ifosfato de Na 0,1 M/ NaGr 0,1 W/ EDTA 0,1 M). después de
0,5 hora a temperatura ambiente, Ia. reaccidn se frené con un exceso doble de
moles de DTT o de cisteina libre respecto del mPEG-mal. La mezcla de reaccion
péptido-PEG-mal se aplicé a una columna de intercambio catiénico para elimi.nar
los reactivos de PEG residuales seguido de una columna de gel filtrante para
eliminar el péptido libre residual. Se determinaron la pureza, la masa molecular y
el numero de sitics con PEG incorpcrado por medio de SDS-PAGE y
espectrometria de masa MALDI-TOF. La incorporacién de PEG con un PEG de
menor tamaro (por ej. un PEG de 22 kD lineal) reduciré la actividad del péptido
con menor probabilidad mientras que un PEG de mayor tamafio (por ej. un PEG
de 43 kD ramificado) reduciré la actividad oon mayor probabilidad. Sin embargo,
el PEG de mayor tamafio incrementaré la vida media plasmética en mayor medida
de modo que sea posible una inyeccién una vez a la semana (Harris, et al,
PEGylation: A Novel Process_. for Modifying Phanmnacokinetics, Clin.
Pharmacokinet 40:539-551, 2001).

Eiemplo 20
Potencia relativa de los pohi:e’ptidos agonistas del receptor del GLP-1 y

antagonistas del receptor del glucagén

v
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La unidn del GLP-1 (valores de ICs) para los polipdptidos que se listan en
la tabla 4 se determiné como se descﬁbe en el Ejemplo 8. Los valores de potencia
relativa y de actividad porcentual del GI.P-1 se calcularon como se describe en el
Elemplo 10, Se suministed & fatas 0. riones 100 up/kg de-péptida y.a;las 3 horas
posteriores a la dosificacién se determiné la disminucién de |o§ niveles de glucosa
mediante el ensayo de tolerancia ala.glucosa intraperitoneal. (IPGTT), segun se
describe en el Ejemplo 18. Ver la Tabla 4. |

La unién a las membrar]as hepéﬁcas.(vélores de ICso) para los polipéptidos
qu.e sell.istan en la tabla 4 se determiné como se describe en el Ejemplo 9. La
inhibicién porcentual del aumentc del cAMP estimulado por glucagon se
determiné como se describe en el Ejempld 11, Se -suministré a ratas o ratones
100 ug/kg de péptido y a las 17 horas. posteric-.\res a la dosificacién se
determinaron los niveles de glucosa mediante los métodos de los Ejemplos 15 y
16 y que se informan en la tabla 4. Los polipéptidos de la invencién funcionan
como agonistas del'recepto'r dei GLP-1 y como ﬁntagonistas del receptor del

glucagoén in vivo.

. _GLP-1 R Glucagdn
Péptido | IC50 jPciantlal % |Disminuclon{dC50 de| % de % de
de" | Relativa | GLP-1 | de ABC en | Higado | Inhfb. del |disminucién
RIN (%) | max. | IPGTTin | (nM) | aumento dela
(nM) vivo (%)" del cAMP | glucosa
CT ' estimulado| sanguinea
por estimulada
glucagoén por
_glucagén®
Glucagdn b 1,8
GLP-1 0,4 100 100
G1 6 6,9 1121 6,6
Gb. .| 05 69,9 .11084 1 .. 243,1 . c e
G27 2,2 134 98,1 ) -1 693 31
G51 82 | 581 91,2 . 1541 35,2
G55 9,8 186 | 1159 139,2 32,1
Gib6 6.6 372 |1148 125,83 28,6
G57 14,7 | 183 1324 . 177,56 184
G58 69 | 781 89,0 - 163,5 32,6
G59 21 227 11017 | - 97,5 41,1
GB0 | 138 1 223 | 957 682 218
G61 10,6 | 121 96,0 232 452
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G711 58 4.3 93,3 25,6 11,3
G74 44 84 88,7 217 237
G75 7,7 6,6 86,1 54,0 17,1
G76 10,2 7,7 85 59,1 23,0
G77 8,9 9,5 921 61,1 18,8
G277 ND 1,8 93,7 48 63,5
G82 81 289 | 971 33,6 30,2
G83 3.2 299 | 894 28,6 24,7
G84 14 | 618 11139 11,7 25,2
G85 1,5 645 | 958 16,1 27,8
G185 45 13,0 110398 48 32
G2185_| 56,1 82 (1127 44 347
G4185 | 248 0.7 88,3 36 547 31
G87 98,6 6,1 1004 13 620 59
Ges 1090 23 1183 16 350
G90 25/4 08 83,56 13 726
G182 | 1286 14 11044 14 220
G183 [158,7] 06 90,5 27 663

a = IPGTT en ratones 3 horas posteriores a la dosificacion con 100 ug/kg de

péptido

b = provocacién con glucagén en ratones 17 horas posteriores a la dosificacion

con 100 ug/kg de péptido

ND = no detemminado
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"LISTADO DE SECUENCIAS t v -1y« &0 1 &
<110> Pan, Clark

[H]
-
2
¥
L]

<120> Péptidos que actiian como agonistas del receptor GLP-1 y como
antagonlstas del raceptor dal glueagdn y sus métodos de Liss farmacalégles.

<130> 2973.00085
<160> 34
<170> Patentin versiér] 3.1

<210> 1

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

H|s Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
- 10

Arg Arg Ala Gl Asp FPhe Ve Eln T.p ! cu Met Asn Thr
20 25

<210> 2

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOU_RES

<2225 (30)..(30) .
<223> AMIDACION

<400> 2

His Ala Giu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 10 15

Gin Ala Ala Lys Glu Phe lie Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 ' 25

<210> 3
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<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

His Ala Glu Gly Thr Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly
1 5 - 10 15

Gin Ala Ala Lys Giu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 9

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD_RES
<2225 (30)..(30)
<223> AMIDACION

<400> 4

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Asp Ser
1 5 10 15

Arg Arg Ala Gin Asp Phe Val Gin Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 5

<211> 30

<212> PRT :
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220> - -

<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)
<223> AMIDACION

<400> 5 . _
His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ser Lys Tyr Leu Glu Gly

[es
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1 5 _ 10 15

Gin Ala Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210>6

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)
<223> AMIDACION

<400> 6

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Gliu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 7

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 7

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Giu Phe lie Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210>8

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> Secuencia Arificial

<220> .
<221> MOD_RES
<222> (30)..(30)
<223> AMIDACION

<400> 8

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210>9

<211> 30

<212> PRT !
<213> Secuencia Artificial
<220> ‘
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD RES
<222> (30)..(30)
<223> AMIDACION

<900> 9

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Ala Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lie Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 10

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>
<221> MOD RES
<222> (30)..(30) <223> AMIDACION
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<400> 10 - - : -
His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15
Aia Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg

20 25 30
<210> 11
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Secuencia Artificial
<400> 11
His Ser GIn Giy Thi Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 . 5 10 15
Lys Lys Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

20 25. 30
<210> 12
<211> 31
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sacusncia Artificial
<400> 12

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15
Lys Lys Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly

20 25 30

<210> 13

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Arificial

<220>
<223> Secuencia Arificial
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<400> 13

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
5

AL LY § iy Y -

Ala Lys Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25

<210> 14

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400 -+

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Ala Lys Ala Lys Glu Phe lie Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 15
<211> 31 <212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 15

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 - 10 15

Arg Arg Ala Cys Giu Pha lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25

<210> 16

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 16



His Ser GiIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lyé Tyr Leu Asp Ala
1 5 - - 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle AI.:a Trp Leu Val Cys Gly Arg Gly
. 20 25 : 30

<210> 17

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secusncia Artificial

<400> 17

Hls Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
10 15

Arg Arg Ala Lys Giu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Cys Arg Gly
20 25. 30

<210> 18
<211> 31
<212> PRT
<213> Secusencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Arhﬂcml

<400> 18

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Cys Gly
20 : 25

<210> 19

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Arificial

<400> 19

o
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His Ser GlIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 e 15
Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Glyrg Cys

20 25 30

<210> 20

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220> \
<221> MISC_FEATURE

<2225 (31)..(31) ,
<223> Incorporacién de PEG |

<400> 20

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Cys
20 25 40

<210> 21

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 21 . I
His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trg'; Leu Val Arg Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 22

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

2]



£220> ) 10 15
<223> Secuc-npia Arificial

<400> 22

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Giu Phe lle Lys Trp Lev Val Arg Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 23

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 23

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 " <5

Arg Arg Ala Arg Glu Phs lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30

<210> 24
<211> 32

<212> PRT
<213> Sacuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 24

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala

1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly Lys
20 25 30

<210> 25

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Secuencia Arificlal

<400> 25

His Ser GIn Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
20 - 25 30

<210> 26

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> incomporacién de PEG

<400> 26

His Ser Gln Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
20 25 30

<210> 27

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Incorporacion de PEG

<400> 27

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala

Y Y |



1 5 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Cys
20 25 30

<21C> 28

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>-'
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> MOD_RES
<2225 (30)..(30}
<223> AMIDACION

<220>

<221> LIPIDO
<222> (20)..(20)
<223> PALMITATO

<400> 28

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg
20 25 30

<210> 29

<211> 31 .
<212> PRT

<213> Secuencia Arificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> LIPIDO
<222> (31)..(31)
<223> PALMITATO

<400> 29

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys Tyr Leu Asp Ala
1 5 10 15



Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Lys
20 20 30

<210> 30

<211>31"°

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> LIFIDO
<2225 (24)..(24)
<223> PALMITATO

<400> 30

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 10 15

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arq Gly
20 25

<210> 31

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Arificial

<220>

<221> LIPIDO
<222> (32)..(32)
<223> PALMITATO

<400> 31

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 10

Arg Arg Ala Arg Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly Lys
20 25 30

<210> 32
<211> 31

1%
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220>

<221> LIPIDO

<222> (24)..(24)

<223> PALMITATO .

<400> 32

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Ala
1 5 iC 15

Arg Arg Ala Lys Glu Phe lle Lys Trp Leu Val Arg Gly Arg Gly
.20 25 30 '

<210> 33

<211> 35

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<400> 33

lle Glu Gly Arg His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Ala Lys
1 5 10 15

Tyr Leu Asp Aia Arg Arg Ala Lys Giu Fhe e Ala Trp Leu Vai Lys
20 25 30

Gly Arg Gly
35

<210> 34

<211> 31"

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Artificial

<220> ..
<221> MISC_FEATURE
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<222> (11)..(12)
<223> X11=R,G, S, A KOT
Xi2=K,N,R,A, S H6Q
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(18)
<223>X16=A F, S, W, T,H K.R,V,LLMN,QGO6Y
X17=R,ALMV,QKFIL,W,NDEHSTGO6Y
X18=K, R’ FLLY,VMAGO6H

<400> 34

His Ser Gin Gly Thr Phe Thr Ser Asp Tyr Xaa Xaa Tyr Leu Asp Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Ala Lys Glu Phe lle Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg Gly
20 25 30
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REIVINDICACIONES

Habiendo asf especialmente descripto y determinado la naturaleza de la presente
invencidn. y. la,farma.como, las misma ha.de,sg; llevada.-a |a practica, se.declara
reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo.
1. Un polipéptido seleccionado d'e_l grupo integrado por las SEC 1D NOS:6 a 32, y
Sus fragme;ntos. derivados y variantes funcionaimente equivalentes.
2. Un polinucledtido que codifica una secuencia polipeptidica de la reivindicacién
1, o una variante degenerada del mismo.
3. Un vector que comprende un polinucleétido de la reivindicacién 2.
4, Una célula huésped que comprende un vector de ia reivindicacién 3.
5. Un método para la produccién de un polipéptido, que comprende:

a) cultivar la célula huésped de la reivindicacién 4 en condiciones
adecuadas para la expresién de dicho polipéptido; y

b) recuperar el polipéptido del cultivo de [a célula huésped.
6. Una composicidn farmacéutica que comprende un polipéptido de Ila
rewindicacion i an conibinacidn con un vehiculo aceptabie para uso farmacéutico.
7. Una composicion para terapia génica que comprende un polinucledtido de la
reivindicacion 2 en combinacion con un vector para terapia génica

terapéuticamente efectivo.

IR

8. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el cual dicho polipéptido se representa

mediante SEC ID NO:25.
9. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el cual dicho polipéptido se representa
mediante SEC ID NO:26.
10. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el cual dicho polipéptido se representa
mediante SEC ID NO:27.
11. Un anticuerpo purificado que se une especificamente al polipéptido de la

reivindicacic';n 1.
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12. Usc; ds una c'ar-1tidad -teﬂra;;éuticar;\ent-t-a-efe;:tiva-c.:l-a un péptido que sea
agonista del receptor del GLP-1 y antagonista del glucagén para la fabricacién de
un medicamento para el tratarniento de un trastormo metabdlico en un mamifero.
13. El uso de la reivindicacién 12, en el cual el péptido se selecciona del grupo
integrado por las SEC ID NOS:6 a 32.- y sus fragmentos, derivados y variantes
funcionalmente equivalentes. .
14. El uso de la reivindicacién 13, en el cual el péptido se selecciona del grupo
integrado por la SEC ID NO:25, SEC ID NO:26 y SEC ID NO:27.
15. El uso de la reivindicacién 12, en el cual dicho trastomo metabdlico es ia
diabetes tipo 2. _
16. E! uso de la reivindicacién 12, en el cual dicha cantidad terapéuticamente
efectiVa CSCita w8 aurCATImuam::ie v, | =gy ¥ 2p-onimacarents 1 mg/kg.
17. El uso de la reivindicacion 12, en el cual dicho trastomo metabdlico es el
estado pre-diabético de intolerancia a la glucosa.

p.: BAYER CORPORATION
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PEPTIDOS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLP-1Y
COMO ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL GLUCAGON Y SUS METODOS
DE USO FARMACOLOGICO
RESUMEN

La invencion provee polipéptidos que actian como agonistas del receptor
del GLP-1 y como antagonistas del receptor del glucagén. Dichos polipéptidos son
Utiles para el tratamiento de indi\}iduos con diabetes tipo 2 u otros trastornos
metabdlicos.
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NIT : B00174089-2

RECIBO OFICIAL DECAJA : 04 - 23,9M0
FECHA ¢ NARZ0 23 DE 2004

ghist CONGIGNACICON st

DEPOGITANTE TIPO PAGD BANCO CUENTA No. PAGD FECHA PED Vr. PAGD

CAVELIER ABOGADDS CONSIGNACION  BANCO POPLAR  030-00110-4 20538566  23/03/2004 43,344, 800.00

st C O NCEPT D t2iN8

CAXT. RENTISTICO CONCEPTD . TOTAL CONCEPTO
1 50003-01-01 SOLICITUBES 7 TRANITES DE S0L. DE DISENOS INDUS 422,000.00
TOTAL 1 $ 422,000,00

SOM:  CUATROCIEMTOS VEINTIDOS MIL PESOB

.mumm= /\/

RECIBO DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE Na.
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i REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DFL
[ 1y
) TRAMITE ' ; . . _
1 d Y !
ki AT;_ENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD/ EEREDY ;' ()
!I licacion de que se soficita Ia concesidn de una patente. . T

03 de Identificacién del soliclfante o de Ia persona que se preseniala solicitud. .{ ) * .

i . Jescripcion de la invenclin. CoEH Y
" Nbujos de ser evios partinentes. / )
i !omprubanh de Pago da las tasas establecidas. e
i : .;' it .'.
corfPLETA () ) INOOMPLEM ( N
mséﬂo INDUSTRIAL ( ) K ;.-:;-"l -"; "~

'ndlcaclén de que se solicita el registro de Disefo Industrial 4 .' (,- ),
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que pmenll‘, )

{a solicitud, Afan il
Ropmonlaolbn grifica o fotogrifica del Disefio Industrial o rnuutn del" N o
Material que Incorpora el diseho. ML ):
_pomprobanto de pago de lac tasas establecidas ()
PS COMPLETA  ( } "INCOMPLETA = o ), - () o
Ty S
l ’ ALY r
"1 ESQUEMA DETRAZADO { ) LR S p
' - Indlcacién de que soliclta el regls!ro de un Esquema de trazado. : : ,(' Yoo () "
) - Datos de Identificacion dei soicitante o de la persona que presenta B v
_' La sollcitud. y .(')-. () 3
: Representacion grafica del esquema de trazado () () .
4 Comprobante de pago de las 1asas estabjecldas. () () \
! R
1 COMPLETA INGOMPLETA (-) () ¢
o Flrma Responsable: !
. SUPERTIONGTRIM Y COUERLED - ir' S
! Radicacion @ 04023053 0000000 Folios: 182, I
C Fecha: ! Fecka (N): 2004-04-07 16:4:08 v A EAE
. Traoite ¢ 011 PCT-PATENT 09 FRGE WALE 411 PREGENTAC. : -'i!l‘l&'-“'-"
4 , Bependanciaz BORS BIVISION ME MUEVRS CREACTOMES '”;,'_.' :
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Industria y Comercio 135

SUPERINTENDENCIA

2020
Bogota D C
Doctor(a) Oficio N°
EMILIO FERRERO. £5539
Apoderado(a)
ASUNTO: Radicacion N° 04-33093
Solicitud internacional PCT/US02/31693
Fecha inicio fase nacional 05/05/2004
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 416
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

e La traduccidn de la solicitud intemacional y de las reivindicaciones, tienen
defectos de nitidez, se solicita presentar nueva copia totalmente legible, para su
posterior estudio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere
para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N°® 10 de 2001.

ALIX CARME CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Diyision de Nuevas Creaciones.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha, ] ! &E‘.E @‘*_
202051



